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BHV1       bovines Herpesvirus 
BSA       Bovines Serumalbumin 
BME       Basal Medium Eagle 
BR       Blastozystenrate 
BVD/MD      Bovine Virusdiarrhoe/Mucosal disease 
bzw.       beziehungsweise 
CL       Cryoloop 
CPA       cryoprotective agent 
d       Tag 
DAPI       4’,6-Diamidino-2-phenylindol 
DCI       direct chilling injury 
DMAP      6-Dimethylaminopurin 
DMSO      Dimethylsulfoxid 
DNA       Desoxyribonukleinsäure 
D-PBS  Dulbecco’s phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
EG       Ethylenglykol 
EM       Elektronenmikroskop 
ETS       Pluronic F-68 
FDP       Flexipet-denuding Pipette 
FDPase      Fructosediphosphatase 
FKS       Fetales Kälberserum  
FSH-p       porcines Follikelstimulierendes Hormon 
GLY       Glyzerin 
GMP       Glasmikropipette 
GVBD       Germinal vesicle breakdown  
GV       Germinalvesikel 
ICSI       Intracytoplasmic sperm injection  
IVF       In-vitro-Fertilisation 
IVK       In-vitro-Kultivierung 
IVM       In-vitro-Maturation 
IVP       In-vitro-Produktion 
KOK       Kumulus-Oozyten-Komplex 
 V
LH       luteinisierendes Hormon 
MI       Metaphase I 
MII       Metaphase II 
MEM       Minimum Essential Medium 
MDS       Minimum drop size 
Min       Minute 
ml       Milliliter 
mm       Millimeter 
mMol       millimol 
MPF       M-Phase Promoting Factor 
MPM       modifiziertes Parker Medium 
MR       Maturationsrate 
N2       Stickstoff 
NT       Kerntransfer 
ÖCS       östrisches Kuhserum 
OPS       open pulled straw 
OPU       Ovum pick up 
PN-Oozyte      Pronuklearoozyte 
PROH       1,2-Propandiol 
PVP       Polyvinylpyrrolidon 
PVA       Polyvinylalkohol 
RT       Raumtemperatur 
SH       Natriumhyaluronat 
SOPS       super open pulled straw 
SR       Schlüpfrate 
SSV       solid surface vitrification 
s.u.       siehe unten 
TR       Teilungsrate 
ÜR       Überlebensrate 
URF       ultraschnelles Gefrieren 
V/v       Volumenverhältnis 
WR       Wiederfindungsrate 
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1 Einleitung  
Steigendes Interesse für Technologien wie Embryotransfer und assoziierte Biotechniken, Klonen, 
Kerntransfer und die Erstellung von Genbanken zur Erhaltung von Erbmaterial bedrohter oder 
besonders wertvoller Haustierrassen bedingt eine ebenfalls gesteigerte Nachfrage an biologischem 
Ausgangsmaterial (DINNYES et al. 2000, MASSIP 2003, ATABAY et al. 2004). Im Moment 
beruhen viele Abläufe im biotechnologischen Bereich auf der Bereitstellung von frischen Eizellen, 
weil es, trotz gewisser Erfolge in der Kryokonservierung von Eizellen bei Versuchstieren, weder für 
Eizellen von landwirtschaftlichen Nutztieren noch für humane Oozyten verlässlich reproduzierbare 
Gefriermethoden gibt, und die Nutzungsdauer nicht konservierter Oozyten zeitlich auf 24 Stunden 
beschränkt ist (PARKS u. RUFFING 1992, KUBOTA et al. 1998). Dies erschwert eine sinnvolle 
Planung und effektive Durchführung verschiedenster Experimente (DINNYES et al. 2000). Auch 
aus züchterischem Blickwinkel wäre die Möglichkeit, Eizellen zu konservieren, damit die 
Kombinierbarkeit von wertvollem weiblichen und männlichen Genmaterial zu vervielfachen und 
Leistungskontrollen der Nachkommen aus solchen Paarungen zu beschleunigen, äußerst wertvoll 
(LEIBO 1989, DEMIRCI et al. 2003, GORDON 2003). 
In der Humanmedizin steigt das Interesse an der Möglichkeit, frühe Stadien zu konservieren, 
ebenfalls an. Ein effektives Kryokonservierungsverfahren für Oozyten könnte unter Voraussetzung 
legaler Anwendungsmöglichkeiten mehreren Patientengruppen helfen (MULLEN et al. 2004). 
Weibliche Patienten, die iatrogener Sterilität entgegensehen, hätten die Möglichkeit, ebenso wie es 
für Männer bereits möglich ist, Gameten vor einer medikamentösen Behandlung konservieren zu 
lassen (PORCU et al. 1997, NAWROTH u. SUDIK 1999). Das Anlegen von Oozytenkryobanken 
könnte die Sicherheit von Fruchtbarkeitsbehandlungen dadurch steigern, dass Spendereizellen 
verstärkt auf potentiell übertragbare Erreger geprüft werden könnten, und schließlich ließen sich 
ethische und moralische Probleme lösen, wenn man von der Verwendung von embryonalen Stadien 
in der Fruchtbarkeitsbehandlung zugunsten von Oozyten abgehen könnte (PORCU et al. 1997, 
MULLEN et al. 2004).  
Die Kryopräservation von Ovarialgewebe präsentiert sich neben der Kryokonservierung von 
Eizellen als zukunftsweisende Methode (PAYNTER et al. 1999a, LEDDA et al. 2001, 
ISACHENKO et al. 2002, 2003, DEMIRCI et al. 2003). Beim Menschen sind verbesserte 
diagnostische und therapeutische Möglichkeiten dafür verantwortlich, dass das Langzeitüberleben 
nach onkologischen Erkrankungen stark anstieg. Medikamentelle Behandlungen, Strahlen- und 
Chemotherapie können jedoch schädigende Auswirkungen auf das Genom der Keimzellen haben. 
Eine Kryopräservation von Ovarialgewebe mit der Möglichkeit zur In-vitro-Maturation von 
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immaturen Oozyten und der Auto- oder Xenotransplantation zu einem späteren Zeitpunkt wäre ein 
zukünftiges Anwendungsfeld (NAWROTH et al. 2004). 
Säugetiereizellen haben einzigartige Eigenschaften und Strukturen, die eine Konservierung in 
flüssigem Stickstoff erschweren (LEDDA et al. 2001, MULLEN et al. 2004). Oozyten sind sehr 
große Zellen mit einem für die Kryokonservierung ungünstigen Oberflächen-Volumen-Verhältnis. 
Zahlreiche Studien belegten die Kältesensibilität der meiotischen Spindel maturer Oozyten 
(PICKERING u. JOHNSON 1987, PICKERING et al. 1990, AMAN u. PARKS 1994). Weitere 
Angriffspunkte für Kryoschäden bilden Membranen, Mikrotubuli, das Zytoskelett und die Zona 
pellucida (JOHNSON et al. 1988, ARAV et al. 1996, SAUNDERS u. PARKS 1999, SHAW et 
al. 2000). Auch zytotoxische Schädigungen durch kryoprotektive Substanzen wurden beschrieben 
(SATHANANTHAN et al. 1988, VINCENT u. JOHNSON 1992, SAUNDERS u. PARKS 1999). 
Unterschiede in Formation und Gehalt an intrazellulären Lipiden von Oozyten und Embryonen 
bedingen eine speziesabhängige Kryosensibilität (LIEBERMANN et al. 2002a). Der Versuch, diese 
stadienbedingten Schwierigkeiten zu umgehen, indem man GV-Oozyten, deren Chromosomen 
durch die Kernmembran geschützt sind und die keine Metaphasespindel aufweisen, 
kryokonserviert, erwies sich als nicht erfolgreich. Immature Oozyten zeigten sich kryosensibler als 
mature Stadien (MARTINO et al. 1996a, WU et al. 1999). 
Einige Autoren berichteten von Erfolgen durch konventionelles Tiefgefrieren von maturen 
und immaturen Rinderoozyten (FUKU et al. 1992, LIM et al. 1992, SUZUKI et al. 1996). Neuere 
Verfahren (ultra rapid freezing) verwendeten höhere Kühlraten, die damit erzielten Ergebnisse 
waren vielversprechend, blieben aber oft schlecht reproduzierbar (STEPONKUS et al. 1990, 
MARTINO et al. 1996b). Das Verwenden von ultraschnellen Kühlraten mittels Vitrifikation scheint 
die für Oozyten geeignetste Methode darzustellen (VAJTA et al. 1998a,b, LE GAL und MASSIP 
1999, DINNYES et al. 2000, HURTT et al. 2000, LI et al. 2002, MAVRIDES u. MORROLL 2002, 
HOCHI 2003, CHIAN et al. 2004, ABE et al. 2005). Das dabei verwendete Verfahren der 
Vitrifikation beruht auf dem Verbringen von minimalen Volumina direkt in flüssigen N2 oder 
Stickstoffdampf bei -196°C bis -210°C, die erzielten Kühlraten und Auftauraten betragen 
~20 000°C/Minute. Als einen Schwachpunkt dieser Methode sehen einige Autoren den direkten 
Kontakt zwischen flüssigem N2 und organischem Material an (VAJTA et al. 1998b, KULESHOVA 
u. SHAW 2000, ISACHENKO et al. 2005). BIELANSKI et al. (2000) berichteten darüber, dass 
eine Kontamination von in N2 gelagerten Embryonen durch pathogene Viren erfolgte, und auch die 
Konservierung in N2-Dampf verringert das Kontaminationsrisiko nicht (FOUNTAIN et al. 1997). 
Verfahren, bei denen eine Kontamination durch Kühlung und Lagerung ausgeschlossen wird, indem 
das biologisch-organische Material derart verpackt wird, dass keinerlei Kontakt mit dem N2 
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möglich ist, beschrieben KULESHOVA und SHAW (2000) für Mäuseembryonen. ISACHENKO et 
al. (2005) zeigten ein aseptisches Verfahren für humane Vorkernstadien. Beide Methoden 
verwendeten niedrige Kühlraten von ~200°C bis 400°C/Minute. 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Möglichkeit der Anwendung dieser aseptischen Methode 
an immaturen und maturen Rinderoozyten geprüft werden. Als Kriterium für die Toleranz der 
Eizellen gegenüber dieser Methode wurde die Weiterentwicklung in der bovinen In-vitro-
Standardproduktion bis zum Blastozystenstadium verfolgt.  
Des Weiteren wurde der Einfluss verschiedener methodischer Parameter der Vitrifikation auf 
die Entwicklungsfähigkeit von Rindereizellen untersucht.  
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2 Literaturübersicht 
2.1 Grundlagen der Kryokonservierung 
Das Ziel der Anwendung kryobiologischer Technologien ist es, biologisch-organisches Material 
von verschiedensten Säugetierarten bei Temperaturen von -196°C zu lagern, ohne dass ihre 
Entwicklungsfähigkeit nach dem Auftauen eingeschränkt ist (LEIBO 1989). Während des gesamten 
Kühlprozesses muss die strukturelle und funktionale Integrität einer Zelle aufrechterhalten bleiben. 
Der Ablauf metabolischer Vorgänge in einer lebenden Zelle ist energieabhängig, nimmt mit 
sinkender Temperatur ab und kommt bei sehr tiefen Temperaturen ( <-130°C ) total zum Erliegen 
(FRIEDLER et al. 1988). Unter der Voraussetzung gleichbleibender, radioaktiver 
Hintergrundstrahlung auf der Erde konnte MAZUR (1980) einen möglichen Lagerungszeitraum von 
~200 Jahren für kryokonservierte Mäuseembryonen berechnen. Eine weitere grundsätzliche 
Bedingung für das Überleben einer Zelle bei sehr niedrigen Temperaturen unter 0°C nannte 
LUYET (1937). Er erkannte, dass die Bildung von intrazellulären Eiskristallen für die 
Zellschädigung und den nachfolgenden Zelltod einer ungeschützten Zelle beim Abkühlen auf -
196°C verantwortlich ist. Dies sollte seiner Meinung nach durch das Verwenden von sehr schnellen 
Abkühlraten und der Formation eines glasähnlichen Zustandes zu umgehen sein, womit er die Idee 
der Vitrifikation umfasste. 
Die zufällige Entdeckung kryoprotektiver Eigenschaften von Glyzerin und damit die 
Entdeckung der Möglichkeit, eine Zelle geschützt abzukühlen, war ein Meilenstein in der modernen 
Kryobiologie und Grundlage für die Entwicklung von kryoprotektiven Gefrier- und 
Vitrifikationslösungen (POLGE et al. 1949). Grundsätzlich sind Kryoprotektiva (CPAs, 
cryoprotective agents) Substanzen aus unterschiedlichen chemischen Stoffgruppen, deren 
gemeinsame Eigenschaften darin liegen, Schäden, die beim Gefriervorgang entstehen können, zu 
minimieren bzw. zu verhindern, indem sie den Gefrierpunkt einer Lösung senken, Zellmembranen 
stabilisieren und die Dehydrierung einer Zelle beeinflussen. Aufgrund ihrer Molekülgröße und 
damit ihrer Fähigkeit, eine Zellmembran zu passieren, unterscheidet man penetrierende von nicht-
penetrierenden Kryoprotektiva (MERYMAN 1971). 
2.1.1 Gefrieren 
Beim Gefrieren wird Wasser, das in biologisch-organischem Material sowohl intrazellulär als auch 
extrazellulär vorliegt, vom flüssigen Lösungszustand in Eiskristalle überführt (MERYMAN 1956). 
Dabei formieren sich in Abhängigkeit von Druck und der Konzentration einer Lösung bei 
Temperaturen ab 0°C Wassermoleküle zu mikroskopisch kleinen Eiskernen (Nukleation), an die 
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sich weitere Wassermoleküle anlagern können und somit immer größere Eiskristalle bilden 
(Eiskristallwachstum). Reines Wasser beginnt bei Temperaturen unter 0°C zu gefrieren, die 
gebildeten Eiskristalle lagern sich in spezifischer, hexagonaler Form aneinander (WOLFE u. 
BRYANT 1999). Die Anwesenheit gelöster Stoffe senkt den Gefrierpunkt einer wässrigen Lösung, 
oder eine hohe Konzentration an kryoprotektiven Substanzen verhindert die Bildung von 
Eiskristallen total und es kommt zur Ausbildung eines eisfreien, glasähnlichen Zustandes (FAHY et 
al. 1984, WOLFE u. BRYANT 1999). Bilden sich Eiskristalle in konzentrierten Lösungen, werden 
die gelösten Stoffe nicht in das Eis inkorporiert, sondern akkumulieren in den 
Eiskristallzwischenräumen und können somit lokal die Konzentration der Lösung erheblich 
verändern. Lösungseffekte und osmotische Schäden sind die Folge (SHAW u. JONES 2003). 
LOVELOCK (1954) beschrieb einen direkten Zusammenhang zwischen Lösungseffekten durch 
hohe Elektrolytkonzentration und dem Zelltod durch Membrandestabilisierung. 
Die Nukleation und das Eiskristallwachstum in einer wässrigen Lösung können entweder 
spontan oder künstlich induziert (Seeding) erfolgen (NIEMANN u. MEINECKE 1993, 
ZACHARIASSEN u. KRISTIANSEN 2000). Bei der spontanen Kristallisation unterscheidet man 
wiederum zwischen homogener und heterogener Kristallisation: 
Die homogene Kristallisation benötigt keine Energie von außen. Mit fallender Temperatur 
nimmt die Bewegung der Wassermoleküle ab, aufgrund der elektrostatischen Anziehungskräfte 
lagern sie sich zu kleinsten Eisnuklei aneinander. Erreicht ein Eiskern die kritische Größe, wird der 
feste Aggregatzustand energetisch günstiger, die Eiskristalle wachsen und die Lösung gefriert 
(WOLFE u. BRYANT  1999, ZACHARIASSEN u. KRISTIANSEN 2000). 
MACFARLANE (1987) nannte die Temperatur, bei der dieser Vorgang beginnt, die homogene 
Kristallisationstemperatur (Th ). 
Als heterogene Kristallisation wird der Vorgang bezeichnet, bei dem durch äußere Energie, 
Oberflächenpartikel oder kleinste Verunreinigungen Kristallisationszentren gebildet werden. Sie 
benötigt weniger endogene Energie und tritt daher immer vor der homogenen Kristallisation auf 
(MACFARLANE 1987). 
Mit Seeding bezeichnet man die künstlich induzierte Kristallisation im extrazellulären 
Bereich. Es dient dazu, Temperaturfluktuationen beim konventionellen Tiefgefrieren zu minimieren 
(HAFEZ 2000). Beim Übergang von Wasser vom flüssigen zum festen Aggregatzustand wird 
Energie, die Kristallisationswärme, frei (RALL 1987). In einer unterkühlten Lösung (s.u.) ist die 
Geschwindigkeit, mit der Eiskristalle entstehen, sehr hoch. Die dabei freiwerdende Wärme kann so 
groß sein, dass sie das System wieder auf Temperaturen um den Gefrierpunkt erwärmt. Zusätzlich 
zu den Schäden durch das Eis selbst bleibt die Zelle auch länger im kritischen Temperaturbereich 
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zwischen 5°C und -15°C. Die meisten konventionellen Gefrierprotokolle sehen daher ein Seeding 
bei Temperaturen von -6 bis -7°C vor, um ein zu starkes supercooling des biologischen Materials zu 
vermeiden (SHAW u. JONES 2003). NIEMANN u. MEINECKE (1993) beschrieben die manuelle 
Auslösung der Nukleation durch Berühren des extrazellulären Mediums mit einer stark unterkühlten 
Pinzette. Eine Haltezeit von 5 bis 10 Minuten dient der Anpassung von Temperatur und 
Zellvolumen. 
Das Zytoplasma einer Zelle enthält mehr gelöste Stoffe als das sie umgebende Milieu (SHAW 
u. JONES 2003). Des weiteren sorgt die Zellmembran dafür, dass im intrazellulären Bereich 
zunächst auch bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt ( -5° bis -15°C ) keine Eiskristalle gebildet 
werden. Dieser Zustand wird als supercooling bezeichnet, das Zytoplasma ist unterkühlt (WOLFE 
u. BRYANT 1999). Im Verlauf des Kühlprozesses bilden sich üblicherweise zuerst extrazelluläre 
Eiskristalle (SHAW u. JONES 2003). Durch die Bindung des freien Wassers erhöht sich die 
Konzentration an gelösten Stoffen außerhalb der Zelle, das chemische Potential von Wasser wird 
geringer, und es bildet sich ein Konzentrationsgefälle zwischen intra- und extrazellulärem 
Kompartiment. Zum Ausgleich dieses osmotischen Gradienten fließt intrazelluläres Wasser in den 
Extrazellularraum, die Zelle dehydriert und beginnt zu schrumpfen (LEIBO 1989). In Abhängigkeit 
von der Abkühlgeschwindigkeit schreitet die Dehydration unterschiedlich schnell voran, so dass es 
zur Formation von unterschiedlich großen, sowohl extra- als auch intrazellulären Eiskristallen 
kommen kann (MAZUR 1977, 1980). MAZUR (1980) stellte das Verhältnis zwischen 
Überlebensrate und Kühlrate in einer Kurve mit der Form eines ∧ dar. Bei einer niedrigen Kühlrate 
bildet sich vorwiegend extrazelluläres Eis. Der entstehende Konzentrationsunterschied wird vor 
allem durch Ausströmen von intrazellulärem Wasser ausgeglichen, das Wasser gefriert 
extrazellulär. Zusätzlich wird der Wassereflux durch die geringere Permeabilität der Zellmembran 
für extrazellulär gelöste Stoffe im Vergleich zu Wasser unterstützt (PAYNTER et al. 1999b). Bei 
einer hohen Kühlrate kann die Dehydration der Zelle nur ungenügend erfolgen, kleine, 
intrazelluläre Eiskristalle werden gebildet, was zu einer Absenkung der Überlebensrate führt 
(MAZUR 1980). 
Die Wahrscheinlichkeit der intrazellulären Eiskristallbildung ist neben der Kühlrate abhängig 
von spezies- und stadiumbedingten Eigenschaften der Zellmembran (LEIBO 1989). Diese sind 
definiert durch die hydraulische Konduktivität einer Zelle und einer temperaturabhängigen 
Permeabilitätskonstante für Wasser. Ein weiterer Faktor, der von Entwicklungsstadium und Spezies 
des organischen Materiales abhängt, ist das Verhältnis Oberfläche/Volumen des biologischen 
Materiales (MAZUR 1963, 1977). Je größer der Zelldurchmesser, desto länger dauert die 
Dehydrierung, dementsprechend langsame Kühlraten müssen angewandt werden, um intrazelluläres 
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Eis zu vermeiden. Je höher der Wasserpermeabilitätskoeffizient einer Zelle, desto schneller kann 
eine Dehydrierung während des Abkühlvorgangs ablaufen und desto höhere Kühlraten werden ohne 
intrazelluläre Eiskristallbildung toleriert. Untersuchungen an Mäuse- und Hamsterembryonen, deren 
Oberfläche/Volumen-Verhältnis vergleichbar ist, konnten zeigen, dass Hamsterzellen, deren 
Wasserpermeabilitätskoeffizient höher ist als der von Mäusen, höhere Abkühlgeschwindigkeiten 
überlebten (LEIBO 1989). 
2.1.2 Gefrierschäden 
Schäden durch den Gefriervorgang ergeben sich aus einer Summe von Belastungen, die daraus 
entstehen, dass es zu immensen chemischen und physikalischen Veränderungen innerhalb des 
biologischen Materials kommt (LEIBO 1989). Darunter fallen Schädigung durch subphysiologische 
Temperaturen, „direct chilling injury“ (DCI), denen biologische Materialien während des 
Abkühlens ausgesetzt sind (ARAV et al. 1996, MARTINO et al. 1996a). Kryoprotektoren haben 
neben ihren erwünschten gefrierschützenden auch zytotoxische Eigenschaften, „CPA cytotoxicity“ 
(ARAV et al. 1993b), und durch osmotische Vorgänge an Zellmembranen sowohl während der 
Dehydrierung beim Abkühlvorgang als auch Rehydrierung beim Auftauen und den damit 
verbundenen Volumenveränderungen, die in einer Zelle stattfinden, kann es ebenso zur Schädigung 
des biologischen Materials kommen (AGCA et al. 2000). Eiskristalle, die sich während des 
Gefrierens bilden, können in Abhängigkeit von ihrer Größe und Form zu Zellschäden führen und 
Lösungseffekte begünstigen. Sie treten sowohl während des Abkühlens (Kristallisation) aber auch 
während des Auftau- oder Erwärmungsvorgangs auf, dieser Vorgang wird je nach verwendeter 
Methode als Rekristallisation oder Devitrifikation bezeichnet (SHAW u. JONES 2003). 
2.1.2.1 Direct Chilling Injury (DCI) 
DCI oder Kälteschock wird definiert als irreversible Schädigung von biologischem Material durch 
Abkühlung auf subphysiologische Temperaturen (WATSON u. MORRIS 1987). Die 
Empfindlichkeit gegenüber Abkühlung ist abhängig von der absoluten Temperatur, der 
angewandten Kühlrate, der Zeitdauer des Einwirkens tiefer Temperaturen, Spezies und 
Entwicklungsstadium des biologischen Materials (WATSON u. MORRIS 1987, PARKS u. 
RUFFING 1992, POLLARD u. LEIBO 1994). Die erfolgreiche Kryokonservierung von 
Säugetierembryonen durch konventionelle Tiefgefrierverfahren, bei denen das biologische Material 
über längere Zeit Temperaturen um die 0°C ausgesetzt ist, ließ den Schluss zu, dass Embryonen per 
se unempfindlich gegenüber niedrigen Temperaturen sind (FRIEDLER et al. 1988, POLLARD u. 
LEIBO 1994). Auch Mäuse- und Kaninchenoozyten erwiesen sich als kryotolerant (AL-HASANI et 
 8
al. 1986, TROUNSON u. KIRBY 1989). In Kontrast dazu standen Ergebnisse aus Untersuchungen 
an gekühlten Schweine- und Rinderoozyten. MIYAMOTO et al. (1988) kühlten immature 
Schweineoozyten ab und konnten zeigen, dass sich ihre Maturationsfähigkeit schon bei 
Temperaturen von 20°C und einer Dauer von 6 Sekunden halbierte. Temperaturen von 10°C und 
0°C überlebten diese Oozyten nicht. MARTINO et al. (1996a) untersuchten die 
Kälteempfindlichkeit von bovinen Oozyten und wiesen nach, dass die Entwicklungsfähigkeit 
gekühlter Germinalvesikeloozyten (GV-Oozyten) und maturer Oozyten in Abhängigkeit von 
absoluter Temperatur und Expositionsdauer abnahm. GV-Oozyten zeigten sich dabei empfindlicher: 
zwar konnten nach Kühlung auf 10°C 63% der Eizellen die nukleäre Maturation und Fertilisation 
vollziehen (kein signifikanter Unterschied zu Kontrollen), nach in vitro Kultur entwickelten sich 
jedoch nur 6% der Zellen bis zum Blastozystenstadium. Mature Oozyten reagierten ebenfalls mit 
einer Abnahme ihrer Entwicklungskompetenz und zusätzlich einer geringeren Fertilisationsrate. Für 
beide Stadien beschrieben die Autoren eine Farbveränderung im Sinne einer Aufhellung des 
Zytoplasmas, die sie in Zusammenhang mit DCI sahen. Dem teilweise widersprechende Ergebnisse 
veröffentlichten WU et al. (1999), die bereits die Maturationsfähigkeit, die Ausbildung eines 
Spindelapparates und Fertilisierbarkeit von GV-Oozyten durch Kühlung beeinträchtigt sahen. 
BERNARD und FULLER (1996) berichteten über eine kälteinduzierte Parthenogenese bei 
humanen und murinen Ooztyen, WU et al. (1999) konnten dies für bovine GV-Stadien nach 
Kühlung auf 0°C bestätigen. Als kryosensibel erwiesen sich auch humane Oozyten, obwohl über 
Geburten von Babys aus tiefgefrorenen Eizellen berichtet wurde (CHEN 1986, SATHANANTHAN 
et al. 1988). 
Verschiedenste und kumulativ wirkende Faktoren wurden für die Kältesensibilität der 
Säugetiereizelle verantwortlich gemacht. ARAV et al. (1996) vermuteten, dass die Membranen der 
Zelle den Hauptangriffspunkt für Zellschäden durch subphysiologische Temperaturen darstellen. 
Biologische Membranen zeichnen sich durch ihre typische Konstruktion als Lipiddoppelschicht aus. 
Wird mit sinkender Temperatur Energie aus dem System entfernt, kommt es zu einer verminderten 
Molekularbewegung. Nahegelegene Lipide der Zellmembran interagieren jetzt miteinander, und die 
Membranmorphologie verändert sich von einer flüssigen Phase in einen gelförmigen Zustand 
(Phasentransition). Da nicht alle Lipide diese Strukturveränderung bei exakt derselben Temperatur 
durchlaufen, kann es zu einer lateralen Phasenseparation kommen. Funktion und Integrität der 
Zellmembran sind in diesem Zustand nicht mehr gewährleistet (QUINN 1985). Die 
Zusammensetzung der Membranlipide und damit Spezies und Stadium beeinflussen die 
Kryostabilität von Säugetiereizellen (DIDION et al. 1990, RICHARDSON u. PARKS 1992, ARAV 
et al. 1996). GHETLER et al. 2005 konnten zeigen, dass die Phasentransitionstemperatur von 
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humanen Oozyten bei 18°C liegt. Die weniger gefrierempfindlichen humanen Zygoten zeigten eine 
veränderte Struktur der Zellmembran erst bei deutlich niedrigeren Temperaturen von 7°C. Bovine 
immature Oozyten reagierten auf Abkühlung auf ihre Phasentransitionstemperatur von 13°C sehr 
empfindlich und bei über 60% der behandelten Oozyten kam es zu einem Verlust der 
Membranintegrität (ARAV et al. 1996). ZERON et al. (1999) wiesen nach, dass ein rasches 
Abkühlen bis unterhalb der Phasentransitionstemperatur besser toleriert wurde. Die Autoren 
konnten weiter zeigen, dass die Empfindlichkeit maturer boviner Oozyten gegenüber Abkühlung 
wohl nicht vorwiegend in den Lipidveränderungen der Membranen zu sehen ist. Erst bei 
Temperaturen von weniger als 4°C erfuhr die Zellmembran Schäden, obwohl die festgestellte 
Phasentransitionstemperatur für mature Oozyten bei ~10°C liegt. Die Bedeutung intrazellulärer 
Lipide als Ursache für die extreme Kryosensibilität von Schweineoozyten und -embryonalstadien 
untersuchten NAGASHIMA et al. (1995, 1996). Durch Entfernung der Lipide aus porcinen 
Oozyten und Embryonen vor dem Gefrieren konnten die Autoren eine verbesserte 
Entwicklungskompetenz verzeichnen. Bei bovinen Oozyten erreichte man jedoch keine besseren 
Gefrierresultate durch Lipidzentrifugation vor Kryopreservation (OTOI et al. 1997). Jüngste 
Untersuchungen an bovinen Oozyten konnten einen stabilisierenden Einfluss von Liposomen auf 
die Zellmembran und dadurch eine Veränderung der Empfindlichkeit boviner Oozyten gegenüber 
dem Abkühlen unter die Phasentransitionstemperatur zeigen (ZERON et al. 2002). Ultrastrukturelle 
Untersuchungen an intrazellulären Lipiden in porcinen GV-Oozyten verzeichneten ihr Vorkommen 
in zwei unterschiedlichen Konfigurationen: Einerseits konnten homogen-dunkle Lipide dargestellt 
werden, eine weitere Konfiguration erschien gräulich-heller und unter dem Elektronenmikroskop 
gestreift (ISACHENKO et al. 2003c). Lipidtropfen in bovinen Oozyten sahen dagegen homogen 
aus. ISACHENKO et al. (2001b) beobachteten ultrastrukturelle Veränderungen der porcinen Lipide 
durch Kühlen, konnten aber keine Veränderungen an bovinen Lipiden nach derselben Behandlung 
feststellen. Weitere Untersuchungen an humanen und ovinen Pronuklearstadien nach Vitrifikation 
zeigten Veränderungen in physikalisch-chemischen Eigenschaften intrazellulärer Lipide bei ovinen 
Stadien, die bei humanen Oozyten nicht dargestellt werden konnten. Die Ultrastruktur der Eizellen 
erwies sich jedoch bei beiden Spezies nach Vitrifikation als verändert (ISACHENKO et al. 2003d, 
2004).  
Die Verminderung der Fertilisierbarkeit und Entwicklungskompetenz maturer 
Säugetieroozyten durch den Abkühlvorgang wurde mit der Depolymerisation von Tubulin in 
Zusammenhang gebracht (PARKS u. RUFFING 1992). Die meiotische Spindel der maturen Eizelle 
wird von Mikrotubuli gebildet, deren Basis polymerisiertes Tubulin darstellt. Bei Versuchen mit 
Mäuseoozyten verursachte ein Abkühlen der Oozyten auf Raumtemperatur bereits Veränderungen 
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der physiologischen Spindelformation, nach zweistündiger Inkubation bei 4°C wurde eine 
vollständige Auflösung des meiotischen Spindelapparates festgestellt, eine Rückerwärmung und 60-
minütige Inkubation der Oozyten bei 37°C führte jedoch zu beinahe (90%) vollständiger Reversion 
(PICKERING u. JOHNSON 1987). PICKERING et al. (1990) zeigten für humane Oozyten 
ähnliche Veränderungen. Sie konnten dabei Größenveränderungen, Mikrotubulindesorganisation 
oder das vollständige Fehlen des Spindelapparates beobachten, und auch nach vierstündiger 
Inkubation bei 37°C waren bei dieser Spezies die Veränderungen nur zu 25-50% reversibel. Der 
Mikrotubulinapparat boviner maturer Oozyten erwies sich ebenfalls als sehr empfindlich gegenüber 
dem Kühlvorgang (RICHARDSON u. PARKS 1992, AMAN u. PARKS 1994). Obwohl die 
Spindelauflösung bei Temperaturen von 4°C schneller voranging, reichte eine Inkubation von 30 
Minuten bei Raumtemperatur aus, um bei 93% der untersuchten Oozyten zu den bereits genannten 
Veränderungen zu führen. Nur 8% der Eizellen wiesen nach einer einstündigen Inkubation bei 37°C 
nach Abkühlung normale Spindeln auf. Chromosomenaberrationen kamen nur selten vor, obwohl 
verzeichnet werden konnte, dass sie mit sinkender Temperatur und längerer Inkubationszeit 
zunahmen. Eine stufenweise oder direkte Rückerwärmung führte nicht zu einer vollständigen 
Reversion, jedoch konnte die Bildung von abnormalen Spindeln nach Erwärmung (multipolare 
Spindeln, asterförmige Mikrotubulinkonfiguration) gesehen werden. Ein höheres Vorkommen von 
Chromosomenaberrationen wurde nach direkter Erwärmung (37%) im Vergleich mit stufenweiser 
Erwärmung (15%) festgestellt. WU et al. (1999) führten Untersuchungen an immaturen bovinen 
Oozyten durch, in denen sie die Auswirkungen von Kälte auf die Mikrotubulinorganisation und 
damit die Fähigkeit zur späteren Spindelformation prüften. Nach 10-minütiger Inkubation bei 0°C 
konnten nur mehr 29% normale Spindeln ausgebildet werden. Die Autoren gingen davon aus, dass 
übergeordnete Regulatoren wie der M-phase Promoting Factor (MPF) durch subphysiologische 
Temperaturen geschädigt wurden. Mehrere Autoren hielten eine adäquate Erholungsphase nach 
Kryokonservierung für notwendig (EROGLU et al. 1998, CHEN et al. 2000b, CHEN et al. 2001). 
Sie konnten zeigen, dass eine direkt anschließende Fertilisierung nach Auftauen zu niedrigeren 
Fertilisationsraten und einer erhöhten Rate an Aneuploidie und Polyploidie führte (EROGLU et 
al. 1998, CHEN et al. 2003).  
Die Zona pellucida einer Eizelle unter dem Einfluss von subphysiologischen Temperaturen 
untersuchten JOHNSON et al. (1988). Sie vermerkten, dass Mäusezonae nach Kühlen auf 4°C und 
Wiedererwärmung Veränderungen erfahren hatten, die zu reduzierten Fertilisationsraten und 
Resistenz gegen Chymotrypsin führten. Man vermutete, dass eine vorzeitige Exozytose der 
kortikalen Granula in den perivitellinen Spalt verantwortlich für diesen Prozess (Zona hardening) 
war (VINCENT et al. 1990a). Nach Tiefgefrieren verringerten sich die Fertilisationsergebnisse bei 
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murinen Oozyten auf 50%, Zona drilling verbesserte jedoch die Fertilisierungsraten (CARROLL et 
al. 1990). WOOD et al. (1992) konnten keinen Anhaltspunkt für den Einfluss einer frühzeitigen 
Freisetzung kortikaler Granula durch den Gefrierprozess auf das Zona hardening finden, eine 
Entfernung der Zona führte jedoch auch hier zu verbesserten Befruchtungsergebnissen. Die 
Schutzfunktion von Serum und anderen Makromolekülen auf die Zona während der 
Kryokonservierung wiesen CARROLL et al. (1993) nach. Funktionelle Schädigung der Zona 
pellucida nach konventionellem Gefrieren beschrieben FUKU et al. (1992) als sehr starkes 
Anhaften großer Mengen von Spermien an Rinderzonae. Ultrastrukturelle Untersuchungen an 
maturen bovinen Oozyten zeigten Veränderungen in der Anordnung der kortikalen Granula und 
Exozytose kortikaler Granula in den perivitellinen Spalt nach Vitrifikation, jedoch gab es keine 
Hinweise auf eine Chymotrypsinresistenz wie bei Mäuseoozyten (FUKU et al. 1994, 1995, 
HYTTEL et al. 2000). RHO et al. (2004) empfahlen die Verwendung von ICSI zur Verbesserung 
der in vitro Fertilisation beim Rind nach Kryokonservierung, für humane Oozyten wurden deutlich 
bessere Entwicklungsergebnisse durch ICSI nach dem Gefrieren beschrieben (PORCU et al. 1997, 
FABBRI et al. 2001, CHEN et al. 2003). 
JONES et al. (2004) sahen nach Kryopräservation humaner Oozyten eine Veränderung der 
Anordnung und Polarität perikortikaler Mitochondrien, die Fähigkeit zu adäquater Ca-Freisetzung 
nach Aktivierung mit Ca-Ionophor war verringert. Die Aktinfilamente und das Zytoskelett der 
Oozyte reagieren sensibel auf kryogene Temperaturen (SATHANANTHAN et al. 1987, VINCENT 
et al. 1989, GEORGE u. JOHNSON 1993). In Untersuchungen an bovinen Oozyten konnten 
SAUNDERS und PARKS (1999) durch Fluoreszenzfärbung von Aktin nachweisen, dass gefrorene 
Oozyten signifikante Veränderungen in der Aktinverteilung gegenüber Kontrolloozyten zeigten, 
obwohl dieser Vorgang bei Maus und Kaninchen partiell reversibel war. LIEBERMANN et 
al. (2002a) beschrieben kühlbedingte Veränderungen der Lipidkonfiguration als Ursache für die 
höhere Kryosensibilität von GV-Oozyten. Alle Autoren wiesen auf den engen Kontakt zwischen 
Membran und Aktin hin, da die Veränderungen nach Gefrieren und Erwärmung auch sekundär aus 
Gefrierschäden an der Zell- oder Mitochondrienmembran resultieren könnten (ALBARRACIN et 
al. 2005). 
2.1.2.2 Schäden durch Osmose und Volumenänderungen 
Eine genaue Kontrolle der Abläufe während der Dehydrierung und Äquilibrierung sowie bei 
Auftauen und Ausverdünnung der Kryoprotektoren beschrieb RALL (1987) als Voraussetzung zur 
Vermeidung von osmotischem Stress. Das organische Material wird einer hypertonen, 
kryoprotektiven Lösung ausgesetzt. Während der Dehydrierung penetrieren CPAs zu einem 
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gewissen Grad in den intrazellulären Raum. Das Ausmaß und die Geschwindigkeit der Penetration 
ist abhängig von Spezies und Stadium des organischen Materials, der Inkubationsdauer, der 
Inkubationstemperatur und der Art der gewählten CPAs im Kryomedium ( FAHY et al. 1984, 
RALL 1987, MAZUR 1990). Da auch eine partielle Dehydration für erfolgreiches Gefrieren 
ausreicht, erhöht eine vollständige Penetration die Wahrscheinlichkeit für toxische Schäden durch 
die CPAs und osmotische Schäden durch ein übermäßiges Anschwellen beim 
Ausverdünnungsprozess durch die hohe Konzentration an intrazellulären CPAs (ARAV et 
al. 1993b, LEIBO u. ODA 1993, ISACHENKO et al. 2004). Untersuchungen an immaturen und 
maturen Rinderoozyten zeigten, dass ein Versetzen der Eizellen in anisotone Lösungen, wie es auch 
bei der Äqulibrierung der Fall ist, zu einer deutlichen Verminderung der Entwicklungskompetenz 
führt. Die immaturen GV-Stadien erwiesen sich aufgrund der niedrigeren hydraulischen 
Konduktivität und dem Vorhandensein von Kumuluszellen als empfindlicher (AGCA et al. 2000). 
Übereinstimmende Untersuchungen an Mäusen ergaben für diese Spezies, dass Oozyten 
empfindlicher auf anisotone Umgebung reagierten als spätere Stadien (ODA et al. 1992, PEDRO et 
al. 1997). HUNTER et al. (1995) sahen eine verringerte Entwicklungskompetenz muriner Eizellen 
nach Aussetzen in hypertone Lösungen. Das Auftreten von Plasmamembranschäden durch Osmose 
beschrieben HOTAMISLIGIL et al. (1996), die Bildung von Vesikeln war abhängig von der 
absoluten Konzentration und der Dauer des Einwirkens der hypertonen Lösung. Veränderungen der 
meiotischen Spindel durch osmotisch bedingte Volumenveränderungen bei humanen Oozyten 
verzeichneten MULLEN et al. (2004). Untersuchungen an bovinen immaturen Oozyten wiesen 
darauf hin, dass Gefrierverfahren sowohl den Nukleus als auch das Zytoplasma einer Zelle 
schädigen, die Zellkernschädigung scheint sich jedoch vor allem auf die frühe Weiterentwicklung 
nach dem Gefrieren auszuwirken (KUBOTA et al. 1998, DINNYES et al. 2000). MEN et 
al. (2003a) zeigten, dass auch morphologisch intakt erscheinende Oozyten nach Gefrieren 
gravierende DNA-Schäden aufwiesen, wobei die Kühlrate bzw. das Gefrierprotokoll 
(konventionelles Verfahren, Vitrifikation in 0,25ml straw, OPS) Unterschiede im Grad der 
Zellschädigung widerspiegelte, und das langsame Protokoll die größten Schäden verursachte. 
Mittels Comet Assay konnte man Strangbrüche in der DNA zeigen, deren Ursache vorwiegend in 
osmotischem Stress zu liegen schienen. Spätere Apoptose als Degenerationserscheinung bei 
defekten Zellen wiesen MEN et al. (2003b) nach.  
RALL (1987) beschrieb die Möglichkeit zur Vermeidung von osmotischem Stress durch 
stufenweises Zufügen und Entfernen der CPAs, für die Vitrifikation boviner Oozyten und 
Embryonen wurde dies bestätigt (HAMANO et al. 1992, KUWAYAMA et al. 1994). LEIBO 
(1984) fügte dem Auftaumedium als weitere Schutzmaßnahme zur Vermeidung starker osmotischer 
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Veränderungen Sukrose zu, und ODA et al. (1992) konnten in ihren Untersuchungen an maturen 
Mäuseoozyten eine verbesserte Überlebensrate (85% vs. 50% ohne Sukrose) nach Zusatz dieses 
osmotischen Puffers verzeichnen.  
2.1.2.3 Schäden durch Eiskristallbildung 
Die Bildung von Eiskristallen tritt während des Abkühlens und während des Erwärmens vor allem 
bei Temperaturen ab -60°C auf (SHAW et al. 1995). Eiskristallgröße und Kühlrate sind indirekt 
proportional, schnelles Abkühlen führt daher zur Bildung kleinerer Eiskristalle (MAZUR 1980). 
Das Ausmaß der mechanischen Schäden, die durch Eiskristalle verursacht werden, ist vom 
Gesamtvolumen abhängig (FARRANT et al. 1977, FRIEDLER et al. 1988 ). Die Bildung von 
Eiskristallen kann durch Beigabe bestimmter Substanzen zum Gefriermedium modifiziert werden. 
Diese Substanzen umfassen Makromoleküle, Antifreeze Proteine und CPAs (FAHY et 
al. 1987,1990, RALL 1987, ARAV et al. 1993a, WANG 2000, WOWK et al. 2000). Das geeignete 
Auftauverfahren ist abhängig von der verwendeten Kühlmethode, Stadium und Spezies des 
biologischen Materials. SHAW et al. (1995) konnten zeigen, dass bis zu 100% Verluste durch 
Bildung und Wachstum von Eis während des Auftauens (Rekristallisation) verursacht wurden. Das 
Volumen, in dem das biologische Material suspendiert wird, kann das Ausmaß der Schäden durch 
Rekristallisation während des Auftauens ebenso beeinflussen. SHAW und JONES (2003) 
beschrieben das Auftreten von Kompartimentierung innerhalb eines straws und dadurch bedingte 
osmotische und toxische Schädigung.  
2.1.2.4 CPA Zytotoxizität 
Neben kryoprotektiven Eigenschaften verfügen Gefrierschutzmittel auch über ein unterschiedlich 
großes toxisches Potential. Dabei bleiben genaue molekulare Wirkmechanismen immer noch 
unklar. BAXTER und LATHE (1971) konnten die Veränderung eines Enzyms (FDPase, 
Fructosediphosphatase) durch DMSO als spezifische Ursache der Zellschädigung für dieses CPA 
nachweisen. Die Toxizität eines Kryoprotektivums ist abhängig von biochemischen Eigenschaften 
des CPAs, Spezies und Stadium des organischen Materials, Konzentration der CPAs, 
Inkubationsdauer und der Inkubationstemperatur (RALL 1987, FAHY et al. 1987, 1990). Der 
schädigende Einfluss von Kryoprotektoren auf die Mikrotubuli bzw. den Spindelapparat wurde für 
Maus, Kaninchen, Mensch und Rind nachgewiesen (SATHANANTHAN et al. 1988, VINCENT et 
al. 1989, VINCENT u. JOHNSON 1992, SAUNDERS u. PARKS 1999). Mikrofilamente, Mikrovili 
und die Zona pellucida sind weitere Angriffsorte von Kryoprotektiva (VINCENT et al. 1990a,b, 
PARKS und RUFFING 1992). Zur Reduktion der Toxizität der CPAs in Gefriermedien werden 
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Kryomedien aus mehreren, möglichst nicht-toxischen Einzelkomponenten zusammengesetzt, 
Inkubationszeit und -temperatur bleiben so niedrig wie möglich, das biologische Material wird in 
mehreren Schritten im Gefriermedium suspendiert und nicht-penetrierende CPAs werden zugefügt, 
um die Konzentration der penetrierenden CPAs ohne Verlust der Vitrifikationseigenschaften zu 
verringern (FAHY et al. 1987, 1990, SHAW et al. 2000). 
2.2 Kryoprotektiva (CPAs) 
MERYMAN (1971) beschrieb CPAs als heterogene Stoffgruppe, die Zellen und anderes biologisch-
organisches Material während des Gefriervorganges schützen. Nach ihrem Molekulargewicht und 
damit ihrer Fähigkeit ins Zellinnere zu wandern, unterscheidet man zwischen penetrierenden und 
nicht-penetrierenden CPAs. 
Tab. 1: Übersicht über penetrierende und nicht-penetrierende Kryoprotektiva  
  
                            PENETRIERENDE KRYOPROTEKTIVA  






Dimethylsulfoxid DMSO  78,13 
Ethylenglykol EG 2-WERTIGER ALKOHOL 62,07 
1,2-Propandiol PROH 2-WERTIGER ALKOHOL 76,10 
Glyzerin GLYC ALKOHOL 92,10 
    
                         NICHT-PENETRIERENDE KRYOPROTEKTIVA  






Polyvinylpyrrolidon PVP PYRROLIDIN-POLYMER >25 000 
Polyvinylalkohol PVA ALKOHOL-POLYMER >18 000 
Ficoll   SACCHAROSE-POLYMER 70 000, 400 000 
Dextran   SACCHAROSE-POLYMER   
Polyethylenglykol PEG ALKOHOL-POLYMER 8000 
Sukrose SUC DISACCHARID 342 
Trehalose TREH DISACCHARID 378,30 
Raffinose RAFF POLYSACCHARID 594,5 
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2.2.1 Penetrierende Kryoprotektiva 
Penetrierende Kryoprotektiva entwickeln ihre Schutzfunktion extra- und intrazellulär. Ihre Aufgabe 
besteht darin, Wassermoleküle zu ersetzen (MAZUR 1984). Kolligative Effekte schienen vorerst 
alleine verantwortlich für die gefrierschützende Wirkung zu sein. Damit wird die chemische 
Eigenschaft gelöster Stoffe in Lösungen beschrieben, die unabhängig von der Art der gelösten 
Stoffe zur Erniedrigung des Gefrierpunktes führen. Die genauen, molekularen Mechanismen der 
Wirkung von CPAs blieben jedoch unklar (MCGANN u. WALTERSON 1987). 
ANCHORDOGUY et al. (1991) beschrieben eine temperaturabhängige Bindung des polaren 
Sulfoxidanteils von DMSO an die Phospholipide der Zellmembran als stabilisierend, zusätzliche 
kolligative Effekte wurden nicht ausgeschlossen. Der Zusatz von CPAs zu wässrigen Lösungen 
erhöht deren Viskosität, senkt den Gefrierpunkt der Lösung und kann in hohen molaren 
Konzentrationen (7-8 Mol/l) dazu beitragen, dass eine Kristallisation im Medium völlig unterdrückt 
wird und die Lösung bei tiefen Temperaturen eine Viskositätsveränderung bis zum Erreichen eines 
amorphen, glasähnlichen Zustandes (Vitrifikation) vollzieht (FAHY et al. 1984, WOLFE u. 
BRYANT 1999, SHAW u. JONES 2003). In niedrigeren molaren Konzentrationen (1-2 Mol/l) 
fördern sie die Dehydrierung des biologischen Materials, sie verhindern eine Zellschädigung durch 
Lösungseffekte und intrazelluläre Eiskristallbildung, und sie wirken membranstabilisierend 
(FRIEDLER et al. 1988, LEIBO 1989, SHAW et al. 2000, SHAW u. JONES 2003). Dabei ist die 
Geschwindigkeit der Penetration durch die Zellwand abhängig von der Art des CPAs, Spezies und 
Stadium des organischen Materials, dem damit zusammenhängenden Permeabilitätskoeffizienten 
für das individuelle CPA, dem Konzentrationsgradienten zwischen intra- und extrazellulärem Raum 
und der Inkubationstemperatur (LEIBO 1989, FAHNING u. GARCIA 1992). Die Permeabilität 
einer Zellmembran für Wasser, CPAs und andere gelöste Stoffe ist unterschiedlich hoch und 
temperaturabhängig (FRIEDLER et al. 1988, AGCA et al. 1998, PEDRO et al. 2005). Sinkt die 
Inkubationstemperatur, tritt dieser Unterschied deutlicher zutage, die Geschwindigkeit der CPA-
Penetration nimmt ab, und bei Temperaturen unter 0°C ist die Penetrationsfähigkeit aller CPAs 
vernachlässigbar gering (JACKOWSKI et al. 1980, FRIEDLER et al. 1988). Eine auf Spezies und 
Stadium abgestimmte Penetrationsgeschwindigkeit der CPAs in die Zelle während des 
Äquilibrierungsverfahrens bestimmt das Ausmaß der Dehydrierung vor dem Abkühlen und damit 
die Wahrscheinlichkeit des Auftretens osmotischer Schäden (PAYNTER et al. 2005). RALL u. 
FAHY (1985a,c) beschrieben das stufenweise Zufügen der Vitrifikationslösung mit 
unterschiedlichen Inkubationstemperaturen als Maßnahme, um eine zu hohe intrazelluläre CPA-
Konzentration und damit zytotoxische Schäden zu verhindern. Gleichzeitig erreichten sie eine 
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ausreichende Dehydrierung. Die Zytotoxizität der CPAs ist abhängig von der 
Inkubationstemperatur (RALL 1987). SHAW et al. (2000) beschrieben den Einfluss der Temperatur 
(Raumtemperatur vs. 39°C) auf die Zytotoxizität von CPAs an bovinen immaturen Oozyten. Alle 
untersuchten Kryoprotektiva verringerten die Maturationsfähigkeit nach Inkubation bei 39°C 
signifikant stärker im Vergleich zur Inkubation bei Raumtemperatur (RT). Am wenigsten toxisch 
auch bei hohen Temperaturen erwies sich Ethylenglykol (EG). Mehrere Autoren beschrieben den 
Einfluss von Spezies und Entwicklungsstadium auf die Penetrationsgeschwindigkeit verschiedener 
CPAs (ODA et al. 1992, AGCA et al. 1998, 2000, PFAFF et al. 1998, PAYNTER et al. 1999b). 
Obwohl die Permeabilität der Membranen für alle CPAs mit der Entwicklung von der Eizelle zum 
Embryo generell ansteigt, konnten PEDRO et al. (2005) Unterschiede im Grad dieses Anstiegs für 
unterschiedliche Kryoprotektiva zeigen: So wiesen murine Achtzeller einen starken 
Permeabilitätsanstieg für Glycerol auf, während von allen untersuchten CPAs EG am raschesten 
durch Morulae diffundierte. Bovine GV-Stadien zeigten sich empfindlicher gegenüber 
Äquilibrierung und Dilution der CPAs als spätere Stadien derselben Spezies (HAMANO et al. 
1992, FUKU et al. 1994, OHBOSHI et al. 1998, VAJTA et al. 1998a). Das Senken des toxischen 
Potentials verschiedener Kryomedien durch Kombination von penetrierenden CPAs untereinander 
wurde vielfach beschrieben (RALL u. FAHY 1985a, HALASZ u. COLLINS 1984, MASSIP et al. 
1986, SZELL u. WINDSOR 1994, PUGH et al. 2000, ELDRIDGE-PANUSKA et al. 2005). Die am 
häufigsten eingesetzten penetrierenden CPAs sind Dimethylsulfoxid (DMSO), EG, 1,2-Propandiol 
(PROH) und Glyzerin. 
2.2.1.1 Ethylenglykol (EG) 
Obwohl FAHY et al. (1987) die Glasbildungsfähigkeit von EG im Vergleich mit anderen CPAs als 
weniger gut ausgeprägt beschrieben, machten es seine Eigenschaften zum meistangewandten, 
penetrierenden CPA in der modernen Kryobiologie (MASSIP 2001). Das toxische Potential von EG 
ist sehr gering. In Konzentrationen bis 3 Mol/l überstanden Mäusemorulae eine Inkubation bis zu 
10 Minuten ohne Verringerung der Entwicklungsrate, während es bei PROH und GLY nach fünf 
Minuten schon zu massiven Einbußen kam (GUTIERREZ et al. 1993a). Immature bovine Oozyten 
tolerierten das Aussetzen in eine 30%ige EG-Lösung bei Raumtemperatur deutlich besser als eine 
Lösung auf DMSO-Basis (DEPIESSE et al. 1991). Aktinfilamente von Mäuseoozyten wurden 
durch Konzentrationen von bis zu 8 Mol/l nicht verändert, wenn die Einwirkzeit 5 Minuten nicht 
überschritt, bei Zeiten von 10 Minuten genügte bereits eine Konzentration von 4 Mol/l, um zu 
Veränderungen in der Aktinformation und -verteilung zu führen (HOTAMISLIGIL et al. 1996). 
Äquilibrierung maturer boviner Oozyten in 1,5 mol EG-Medium führte zwar zu einer signifikanten 
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Veränderung der Aktinverteilung in der Zelle, war aber vollständig reversibel (SAUNDERS u. 
PARKS 1999).  
EG penetriert schneller als PROH, DMSO und GLY durch frühe embryonale Zellmembranen 
(SZÉLL et al. 1989, PEDRO et al. 2005) und erwies sich als besser zur Kryokonservierung von 
ovinen Blastozysten geeignet als Glyzerin (MARTINEZ u. MATKOVIC 1998). Die 
Penetrationsgeschwindigkeit boviner Eizellen ist aber für EG geringer als für DMSO, 
Mäuseoozyten zeigten die höchste Permeabilität für PROH (AGCA et al. 1998, PEDRO et 
al. 2005). Zur Kryokonservierung von Oozyten und Embryonen sind Kombinationen mit anderen 
penetrierenden CPAs, die bessere Glasbildungseigenschaften aufweisen, vorteilhaft. Die 
Kombination mit DMSO beschrieben ISHIMORI et al. (1992), VAJTA et al. (1998b) und 
DATTENA et al. (2004 ). Vitrifikationslösungen auf EG-Basis unter Kombination von 
verschiedensten nicht-penetrierenden CPAs verwendeten andere Autoren (KASAI et al. 1990, 
MARTINO et al. 1996b, KULESHOVA et al.1999a). 
2.2.1.2 Dimethylsulfoxid (DMSO) 
DMSO hat eine sehr gute Glasbildungsfähigkeit und wird deshalb in der Vitrifikation eingesetzt 
(BAUDOT et al. 2000). Hierfür scheint das Vorhandensein von Methylgruppen förderlich zu sein 
(FAHY et al. 1987). ANCHORDOGUY et al. (1991) zeigten jedoch, dass Propylsulfoxid mit sechs 
Methylgruppen keine effektiven kryoprotektiven Fähigkeiten aufweist. Das in hohen 
Konzentrationen und bei physiologischen Temperaturen außerordentlich hohe Toxizitätspotential 
gegenüber biologischem Material stellt eine große Herausforderung für den Einsatz in der 
Vitrifikation von Eizellen und Embryonen dar. Zur Reduktion der zytotoxischen Wirkung des 
DMSO-Anteils ihrer Vitrifikationslösung inkubierten RALL und FAHY (1985a,b,c) 
Mäuseembryonen bei 4°C. Sie erhielten dadurch höhere Überlebensraten (ÜR) der 
Mäuseembryonen als nach Exposition im Kryomedium bei 20°C. Eine 24-stündige Inkubation 
muriner Morulae in 1 molarer Lösung war sowohl bei 24°C als auch bei 0°C letal (KASAI et al. 
1981, FRIEDLER et al. 1988). Die Kombination mit Amiden zur Verminderung der Toxizität von 
DMSO durch die Bildung eines Komplexes beschrieben FAHY et al. (1987) und RALL (1987). 
DMSO ist toxischer als Ethylenglykol und Glyzerin (SHAW et al. 2000): Die Maturationsfähigkeit 
boviner GV-Oozyten nach Inkubation in verschieden molarer Konzentration bei verschiedenen 
Temperaturen zeigte einen konzentrations- und temperaturbedingten Zusammenhang. In 
niedermolaren Konzentrationen (1,4 Mol/l) sank die Entwicklungsfähigkeit bereits nach drei 
Minuten signifikant (89,6% bei 22-24°C vs. 73,7% bei 39°C), hochmolare Konzentrationen von 5,6 
Mol/l bewirkten massivere Schäden (82,7% bei 22-24°C vs. 25,0% bei 39°C). DMSO hatte keinen 
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negativen Einfluss auf die Morphologie von murinen Kumuluszellen, in Kombination mit einem 
Gefrierverfahren konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen morphologischem Integritätsverlust 
der Granulosazellen und einem Absinken in der Fertilisations- und Entwicklungsrate dargestellt 
werden (RUPPERT-LINGHAM et al. 2003). Schädigende Auswirkungen durch dieses CPA auf 
Ultrastruktur, Zona pellucida, Mikrotubuli, Zytoskelett und Spindelapparat wurden für verschieden 
Spezies beschrieben (JOHNSON et al. 1988, SATHANANTHAN et al. 1988, VINCENT et al. 
1990a,b, WOOD et al. 1992, FUKU et al. 1995, SAUNDERS u. PARKS 1999, HYTTEL et 
al. 2000). DMSO zeigt eine bessere Penetrationsfähigkeit gegenüber Embryonen als Glyzerin und 
wurde daher verbreitet beim konventionellen Tiefgefrieren verwendet (FAHNING u. 
GARCIA 1992). Die Penetrationsfähigkeit von PROH und DMSO für murine und humane Oozyten 
bei 24°C ist gleich groß (PAYNTER et. al. 1999b). Das Achtzellstadium von Mäusen ist für DMSO 
signifikant schlechter permeabel als für alle anderen embryonalen Stadien, PFAFF et al. (1998) 
sahen den Grund dafür in der Vorbereitung der Zelle auf die Kompaktierung. 
2.2.1.3 1,2-Propandiol (PROH) 
Die Glasbildungsfähigkeit von PROH ist den anderen, hier beschriebenen Gefrierschutzmitteln weit 
überlegen, die Stabilität der gebildeten Glasphase während des Erwärmens übertrifft die von DMSO 
(BAUDOT et al. 2000). Eine Nutzung dieser Eigenschaften in hohen Konzentrationen als alleiniges 
CPA zur Vitrifikation ist jedoch nicht möglich, da seine Toxizität zu hoch ist. Zur Vitrifikation in 
Kombination mit einem anderen CPA oder in niedermolaren Lösungen, wie sie in konventionellen 
Methoden angewandt werden, ist PROH durch seine sehr gute Glasbildungsfähigkeit und 
ausgezeichnete Stabilität im amorphen Zustand gut einsetzbar (FRIEDLER et al. 1988, FAHNING 
u. GARCIA 1992, SHAW u. JONES 2003). SHAW et al. (2000) beschrieben für Rindereizellen, 
dass PROH bei 39°C weniger toxisch als DMSO und Glyzerin ist, aber deutlich toxischer als EG. 
Desorganisation des Spindelapparates bei Kanincheneizellen, Membranschäden an Mäuseoozyten 
und die parthenogenetische Aktivierung von Mäuseoozyten wurden verzeichnet (VINCENT et 
al. 1989, SHAW u. TROUNSON 1994, JOLY et al. 1992). Eine weitere Gefahrenquelle für die 
Arbeit mit biologischem Material ist der Metabolit Formaldehyd, der Gameten schädigen kann 
(MAHADEVAN et al. 1998). Die Permeabilitätseigenschaften von PROH sind hervorragend, 
Eizellen und frühe Embryonalstadien werden durch dieses CPA am schnellsten penetriert 
(PAYNTER et al. 1999b, PEDRO et al. 2005). Für die konventionelle Kryokonservierung humaner 
Oozyten wird PROH in einer Konzentration von 1,5 Mol/l als Standard eingesetzt (FABBRI et 
al. 2001, BOISO et al. 2002, JONES et al. 2004, BIANCHI et al. 2005, PAYNTER et al. 2005).  
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2.2.1.4 Glyzerin (GLY) 
Die Permeabilität des Glyzerins ist im Vergleich zu den anderen hier genannten CPAs am 
geringsten (SZELL et al. 1989, PEDRO et al. 2005). Die Fähigkeit zur Ausbildung einer stabilen 
Glasphase wird als relativ schlecht beschrieben (BAUDOT et al. 2000). Ein Vorteil des Glyzerins 
ist seine geringe Toxizität. Nach Aussetzen von bovinen immaturen Oozyten bei Raumtemperatur 
in eine 40%ige Glyzerinlösung konnten 32% der Eizellen eine Kernmaturation vollziehen, für EG, 
DMSO und PROH betrugen die erreichten Maturationsraten 15%, 0% und 8% (DEPIESSE et 
al. 1991). GLY ist das erste verwendete Kryoprotektivum und wurde vor allem zum 
konventionellen Tiefgefrieren von Embryonen eingesetzt (POLGE et al. 1949, FRIEDLER et 
al. 1988, FAHNING u. GARCIA 1992). Auch für die Vitrifikation verwendete man Glyzerin vor 
allem zur Konservierung von Embryonen und in Kombination mit anderen CPAs (TACHIKAWA 
et al. 1993, AGCA et al. 1994, MARTINEZ u. MATKOVIC 1998, DATTENA et al. 2000). Die 
Konservierung boviner maturer und immaturer Eizellen beschrieben LE GAL und MASSIP (1999). 
2.2.2 Nicht-penetrierende Kryoprotektiva 
Durch Zusatz von Stoffen, die selbstständig zu keiner oder nur zu ungenügender Vitrifikation einer 
Lösung beitragen, kann die Wirkung der penetrierenden Kryoprotektiva modifiziert werden 
(KASAI et al. 1981, FRIEDLER et al. 1988). Diese Stoffe können zwar aufgrund ihres hohen 
Molekulargewichtes die Zellmembran nicht passieren, schützen durch die Anwesenheit im 
extrazellulären Raum vor Lösungsschäden, stabilisieren die Zellmembran und verhindern osmotisch 
bedingte Schäden (MERYMAN 1971, SHAW u. JONES 2003). Ihre Schutzfunktion üben sie 
hauptsächlich während der Äquilibrierung durch Dehydrierung aus, und während der 
Dilutionsphase des Gefriervorganges bewahren sie die Zelle vor zu großen Volumenänderungen, 
indem sie die Geschwindigkeit von Wasserinflux und Kryoprotektorenefflux im intra- und 
extrazellulären Milieu beeinflussen (FRIEDLER et al. 1988). Die Kombination nicht-penetrierender 
CPAs mit penetrierenden CPAs in Vitrifikationsmedien bewirkt eine Erniedrigung der Toxizität 
durch die geringere Einzelkonzentration der zytotoxischen Kryoprotektiva (KASAI et al. 1990, 
1992, SHAW et al. 1997, KULESHOVA et al. 1999b).  
Die Gruppe dieser CPAs besteht aus unterschiedlichen, chemischen Stoffklassen. Saccharide 
stellen dabei die am häufigsten verwendeten CPAs dar (FRIEDLER et al. 1988). Daneben werden 
Makromoleküle wie Ficoll, PVP und PVA eingesetzt (SHAW u. JONES 2003). Kryoprotektive 
Proteine aus Serumkomponenten wie fetales Kälberserum (FKS) und bovines Serumalbumin (BSA) 
stellen osmotisch aktive Kolloide biologischen Ursprungs dar. 
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2.2.2.1 Saccharide 
Die positive Auswirkung des Zusatzes von Kohlenhydraten zu Kryolösungen beim konventionellen 
Gefrieren und der Vitrifikation von Embryonen wurde vielfach beschrieben (LEIBO 1984, KASAI 
et al. 1990, 1992, ALI et al. 1993a, TACHIKAWA et al. 1993, TADA et al. 1993, SHAW et al. 
1995, VAJTA et al. 1998a). Ebenso sehen Gefrierprotokolle für Säugetieroozyten meist die 
Anwendung von Zuckern vor, wobei am häufigsten Sukrose und Trehalose eingesetzt werden 
(MARTINO et al. 1996b, PORCU et al. 1997, VAJTA et al. 1998a, FABBRI et al. 2001, ARAV et 
al. 2002, LI et al. 2002). Fruktose und Glukose wurden zur Kryopräservation von Sperma 
verwendet (HAY u. GOODROWE 1993), SONGSASEN und LEIBO (1997) berichteten über den 
Einsatz von Raffinose zur Konservierung von Mäusesperma, auch konnten damit Mäuseembryonen 
erfolgreich kryokonserviert werden (TADA et al. 1993, BAGIS et al. 2004). 
Die Wirkung der Saccharide beim Gefrieren besteht in der Beeinflussung der Dehydrierung 
während der Äquilibrierungsphase, und sie agieren während der Ausverdünnung beim Auftau- oder 
Erwärmungsverfahren als wichtiger osmotischer Puffer (LEIBO 1984, FRIEDLER et al. 1988, 
SUZUKI et al. 1990, SHAW et al. 1995, WOLFE u. BRYANT 1999, BIANCHI et al. 2005, 
PAYNTER et al. 2005). Neben ihrer osmotischen Aktivität erklärt sich die kryoprotektive Wirkung 
der Kohlenhydrate durch einen Mechanismus, der auf der Substitution von Wassermolekülen 
basiert und dadurch Proteine und Membranen stabilisiert (WOLFE u. BRYANT 1999). Dabei 
konnte nachgewiesen werden, dass dieser Schutzmechanismus direkt vom Molekulargewicht der 
Saccharide abhängig zu sein scheint. Das Disaccharid Maltose wies eine bessere protektive 
Wirkung auf als höhermolekulare Dextrane (IZUTSU et al. 2004). SUTTON (1992) wies nach, dass 
durch Zusatz von verschiedenen Sacchariden die kritische Kühlrate, die gerade noch eine Bildung 
von Eiskristallen verhindert, unterschiedlich beeinflusst wird. KULESHOVA et al. (1999b) konnten 
diese unterschiedlich stark ausgeprägte Glasbildungsfähigkeit für Saccharide bestätigen. Die 
untersuchten Monosaccharide Glukose und Fruktose zeigten dabei günstigere Eigenschaften als Di- 
und Polysaccharide, die zur Glasbildung nötige Gesamtkonzentration der Gefrierlösung erhöhte 
sich durch Zusatz von Monosacchariden nicht, durch den Einsatz von Sacchariden im 
Gefriermedium konnte somit die Konzentration der penetrierenden CPAs verringert werden. Unter 
den Disacchariden erwies sich in dieser Untersuchung Sukrose der Trehalose überlegen. WOLFE 
und BRYANT (1999) sahen die Vorteile der Trehalose in ihren ausgeprägten 
Glasbildungseigenschaften, der hohen Stabilität und der geringeren Kristallisationstendenz auch bei 
hohen Konzentrationen. HOTAMISLIGIL et al. (1996) vermuteten ebenso eine direkte 
Schutzfunktion der Saccharide auf die Zellmembran. In ihren Untersuchungen an murinen Oozyten 
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verglichen die Autoren die Auswirkungen von unterschiedlichen Konzentrationen einer auf EG 
basierenden Vitrifikationslösung auf die Struktur der Zellmembran. Der Zusatz von Sukrose 
(0,5 Mol/l) zur Vitrifikationslösung verhinderte morphologische Veränderungen in der 
Zellmembran, auch bei Zusatz von EG-Konzentrationen von 8 Mol/l. Eine Klärung der 
Bedeutsamkeit der osmotischen und spezifischen Mechanismen zur gefrierschützenden Wirkung 
der Kohlenhydrate scheint schwierig (WOLFE u. BRYANT 1999). Obwohl vorwiegend 
Disaccharide in der Kryokonservierung zum Einsatz kommen, vertraten schon MCWILLIAMS et 
al. (1995) die Ansicht, dass Monosaccharide geeignetere osmotische Puffer wären. Praktische 
Aspekte wie die bessere Löslichkeit der Monosaccharide im Vergleich zu Di- und Polysacchariden 
machen sie zudem einfacher in der Anwendung. Der Zusatz von verschiedenen Sacchariden zu 
Gefriermedien erfolgt meist, ungeachtet ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes, in ähnlichen, 
niedermolaren Konzentrationen bis zu 1 Mol/l (KULESHOVA et al. 1999b). KASAI et al. (1992) 
konnten nachweisen, dass Mäusemorulae die Inkubation bei Raumtemperatur (RT) über 20 Minuten 
in 1 und 0,5 molarer Sukrose ohne Beeinträchtigung tolerierten. Wurde die Inkubationstemperatur 
auf 30°C erhöht, sank die Überlebensrate (ÜR) auf 10%. Mature Mäuseoozyten konnten bei RT 
eine 10-minütige Einwirkung von 0,5 Mol Sukrose oder Mannitol ohne Einbußen in ihrer 
Entwicklungsfähigkeit tolerieren (KULESHOVA et al. 1999b). GV-Oozyten erwiesen sich als 
empfindlich gegenüber einer hohen Disaccharidkonzentration. Zwar tolerierten sie eine 0,5 molare 
Sukroselösung über 20 Minuten bei RT, eine 1 molare Lösung führte jedoch schon nach 5 Minuten 
zu verringerten Maturationsraten, keine Eizelle überlebte die Inkubation über 20 Minuten. Die 
Einwirkung einer ebenfalls 1 molaren Mannitollösung über 20 Minuten wurde jedoch toleriert. 
Hinweise auf das geringe zytotoxische Potential von Monosacchariden erhielt man auch durch 
Zufügen von Sacchariden in der in-vitro-Kultur. Üblicherweise wird als Zusatz für murine 
Maturationsmedien Glukose in einer Konzentrationen von 5 mMol/l verwendet (SAKKAS et al. 
1993). Das Halten von Eizellen in Medien mit hohen Konzentrationen an Monosacchariden 
(50mMol/l) hatte keine negativen Auswirkungen auf die Entwicklungsfähigkeit der Mäuseoozyten, 
Trehalose hingegen verursachte signifikant geringere Blastozystenraten. Ein parthenogenetisches 
Aktivierungspotential zeigte sich für Sukrose nicht (KULESHOVA et al. 1999b). Der Zusatz von 
Sukrose in einer 0,7 molaren Lösung zeichnete bei maturen Mäuseoozyten für das Auftreten von 
Zona hardening verantwortlich. Dabei trat der negative Effekt durch einen abrupten Zusatz des 
Zuckers verstärkt auf (VINCENT et al. 1991). Eine bis zu dreifach höhere Konzentration an 
Sukrose in der Gefrierlösung bei konventionellen Gefrierverfahren erwies sich als positiv für die 
Entwicklungsfähigkeit von immaturen und maturen humanen Eizellen (FABBRI et al. 2001, CHEN 
et al. 2004). SCHELLANDER et al. (1994) setzten Disaccharide nur in den Dilutionsmedien zu und 
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konnten keine Verbesserung in der Entwicklungsfähigkeit gefrorener Rindereizellen nach in-vitro-
Kultur darstellen. Innerhalb der verwendeten Kohlenhydrate gab es Unterschiede. Die 
Maturationsraten (MR) von GV-Oozyten waren bei Sukrosezusatz am höchsten, mature 
Rindereizellen entwickelten die geringste Blastozystenrate (BR) unter Trehalosezusatz. ARAV et 
al. (1993b) erhielten entgegengesetzte Ergebnisse. Trehalose zeigte sich zur Dehydrierung von 
maturen bovinen Oozyten besser geeignet als Sukrose, eine 0,25 molare Substitution in 
Vitrifikationslösungen hielt man für optimal. ABE et al. (2005) verglichen den Einsatz von 
Trehalose und Sukrose (0,3 Mol/l) in Untersuchungen zur Vitrifikation von bovinen GV-Oozyten. 
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in Maturationsfähigkeit und Teilungsraten, eine 
Weiterentwicklung zur Blastozyste war bei Trehalosezusatz nicht zu sehen, mit Sukrose erreichte 
man eine BR von 8%. Die Autoren vermuteten, dass Unterschiede im osmotischen Verhalten 
zwischen diesen beiden Zuckerarten bestehen, die für die zytoplasmatische Reifung der Eizellen 
und damit für ihre unterschiedliche Entwicklungsfähigkeit verantwortlich zeichnen. Jüngste 
Untersuchungen stellten die Möglichkeit dar, Trehalose in Konzentrationen bis 0,15 Mol/l in 
Mäuseeizellen zu injizieren, ohne die Entwicklungskompetenz zu beeinflussen. EROGLU et 
al. (2003) sehen in dieser Vorgehensweise eine weitere Möglichkeit, die Gefrierbarkeit von 
Säugetieroozyten zu verbessern. 
2.2.2.2 Polymere 
Der Zusatz von Makromolekülen in das Gefriermedium erlaubt das Verwenden geringerer 
Konzentrationen an potentiell toxischen penetrierenden CPAs (KULESHOVA u. SHAW 2000). 
Verschiedene Autoren beschrieben eine Schutzfunktion auf die Zellmembran und die Zona 
pellucida, die Verwendung als Serumersatz beim Gefrieren von Embryonen und Eizellen 
(CARROLL et al. 1993, GUTIERREZ et al. 1993b, DUMOULIN et al. 1994, SHAW et al. 1997) 
und den Schutz vor Eiskristallbildung (RALL 1987, VAJTA 1999, WOWK et al. 2000). KASAI et 
al. (1996) vermuteten, dass die protektive Wirkung der Polymere darin liegt, dass die 
temperaturabhängige Viskositätsveränderung der Lösung während des Gefrierens und Auftauens 
modifiziert wird und somit Risse (cracks) durch mechanische Belastung in der Zona pellucida 
verhindert werden können. Dabei ist wiederum der Mechanismus ungenügend erforscht, es wird 
vermutet, dass die Größe und die Anordnung der  Moleküle eine Rolle spielen. Die am häufigsten 




PVA hat ein Molekulargewicht von 30 000-70 000 Dalton und zeichnet sich gegenüber PVP durch 
seine geringere Toxizität aus. Beide Polymere wurden in Kulturmedien eingesetzt, um ein Anhaften 
des biologischen Materials an Glas- und Kunststoffoberflächen zu verhindern (VAJTA et al. 1999). 
FAHY et al. (1984) konnten zeigen, dass durch Zugabe von PVP die zur Glasbildung nötige 
CPA-Konzentration um 7% verringert werden konnte, bei gleichzeitiger Erhöhung des 
hydrostatischen Drucks erniedrigte sich die Konzentration sogar um 24%. PVP und Ethylenglykol 
haben ähnliche Vitrifikationseigenschaften, durch Zusatz von PVP blieb die Gesamtkonzentration 
an Kryoprotektiva in der Vitrifikationslösung gleich, jedoch der Schmelzpunkt und die Temperatur, 
bei der es zur Glasbildung kam, erhöhten sich. Auch nach mehreren Vitrifikations- und 
Erwärmungszyklen kam es zu keinem Auftreten von Brüchen (cracks) in den Proben (SHAW et 
al. 1997). PVA konnte bei Supplementierung in geringen Konzentrationen (2%) die Bildung von 
Eiskristallen in Wasser und Gefrierlösungen verhindern, dabei verstärkte sich diese Eigenschaft mit 
sinkendem Molekulargewicht. Die Fähigkeit Devitrifikation zu verhindern, erwies sich für PVA-
Polymere mit einem Molekulargewicht von unter 10 KDa als am besten. Der Grund dafür liegt in 
der verstärkten Mobilität der kleinen Moleküle und der höheren Anzahl von Molekülen, die für die 
Bindung von heterogenen Nukleatoren zur Verfügung stehen. Die Vitrifikationsfähigkeit der CPA-
Lösungen (Glyzerin und DMSO) wurde durch Zusatz von PVA verbessert, wobei man die 
Konzentration von Glyzerin stärker reduzieren konnte als DMSO, ohne dass die Lösung ihre 
Glasbildungsfähigkeit verlor (WOWK et al. 2000). Mehrere Autoren beschrieben die Möglichkeit, 
kryoprotektive Proteine aus dem Serum durch PVA/PVP zu ersetzen (TITTERINGTON et al. 1995, 
NAITANA et al. 1997, VAJTA et al. 1999, PUGH et al. 2000). GUTIERREZ et al. (1993b) fanden 
die Kombination von PROH und 0,1% PVP oder PVA in der Gefrierlösung für ultraschnelle 
Kühlverfahren nicht geeignet, die Kombination mit EG war am besten. PVA und PVP konnten 5% 
FKS ersetzen, wobei PVA besser geeignet schien. Als Problem sahen die Autoren eine schlechtere 
Wiederfindungsrate der Embryonen durch die hohe Viskosität der Polymere. Sowohl Schaf- als 
auch Rinderembryonen und Rinderoozyten konnten erfolgreich mit Vitrifikationsmedien 
kryokonserviert werden, die als Serumersatz PVA enthielten (SEIDEL et al. 1990, SAHA et al. 
1996b, NAITANA et al. 1997, SOMMERFELD u. NIEMANN 1999). Für bovine Rinderoozyten 
konnten ASADA et al. (2002) zeigen, dass bei Zusatz von PVA in der Vitrifikationslösung die 
Überlebensraten stiegen, die Entwicklungsfähigkeit bis zum Blastozystenstadium erwies sich als 
ebenso gut wie bei Zusatz von FKS. Die Autoren ermittelten eine Konzentration von 0,1% PVA-
Supplementierung als optimal für mature Rinderoozyten. Das Gefrieren von Mäuseoozyten mit 
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1 mg/ml PVA im Medium führte zu signifikant schlechteren Entwicklungsraten als das Gefrieren 
mit heterologem Serum. Das verwendete Ausverdünnungsmedium hatte dabei einen entscheidenden 
Einfluss auf die Fertilisierbarkeit: Ersatz von FKS durch PVA auch bei der Dilution führte zu 
schlechteren Fertilisationsraten (56%), wurde FKS verwendet, konnten ähnlich hohe 
Befruchtungserfolge (80%) verzeichnet werden, wie nach Gefrieren und Auftauen mit Serum. 
Verantwortlich dafür sind Veränderungen der Zona pellucida, die während des Dilutionsprozesses 
stattfinden und durch PVA nicht verhindert werden können (CARROLL et al. 1993). Nach 
Vitrifikation von Rinderblastozysten mit Ersatz von Serum durch PVA waren die 
Reexpansionsraten nicht verändert, aber es zeigten sich signifikant schlechtere Schlüpfraten 
(VAJTA et al. 1999, SOMMERFELD u. NIEMANN 1999). PUGH et al. (2000) stellten eine 
Verminderung in der Schlüpfrate von bovinen Blastozysten nach Vitrifikation in einem 
Kryomedium mit EG+DMSO+PVA als CPAs. Der Zusatz von 10% PVA in Gefriermedien aus 
DMSO+EG+Butandiol oder EG hatte diesen Effekt nicht. Verbesserte Reexpansionsraten und 
Schlüpfraten nach Vitrifikation boviner Rinderblastozysten unter Zusatz von 20% PVP im 
Vitrifikationsmedium erhielten SAHA et al. (1996b). Mäuseblastozysten reagierten empfindlicher, 
eine deutliche Verringerung der Blastozystenraten bei Vitrifikation in PVP-haltigem Medium 
konnte festgestellt werden. Dextran und Ficoll beeinflussten die Entwicklungsraten dagegen nicht 
(DUMOULIN et al. 1994). WHITTINGHAM (1971) beschrieb die Konzentration von 1% PVP als 
toxisch für Mäuseembryonen. Andere Ergebnisse erbrachte jedoch eine Untersuchung von SUZUKI 
et al. (1995) an biopsierten Rinderblastozysten, bei der PVP in 0%, 5%, 10% und 20%iger 
Konzentration zugefügt wurde und man die höchsten Überlebensraten von Rinderblastozysten bei 
der höchsten PVP-Konzentration erhielt.  
Ficoll, Dextran 
Ficoll und Dextrane sind hochmolekulare Saccharidpolymere, wobei Ficoll sowohl ein 
Molekulargewicht von 70 000 als auch 400 000 aufweisen kann. Sie stabilisieren Membranen und 
haben größere osmotische Eigenschaften als Sukrose. Ihre Verwendung in der Kryobiologie beruht 
auf der Verringerung der Toxizität eines Kryomediums (SHAW et al. 1997). Die 
Glasbildungsfähigkeit einer Vitrifikationslösung wird durch diese Polymere, im Unterschied zu 
PVP, nicht beeinflusst. Beide Substanzen erhöhen den Schmelzpunkt der Lösung und bieten Schutz 
vor Devitrifikation und dem Auftreten von Zonabrüchen, dabei erwies sich Dextran dem Ficoll 
überlegen und Ficoll 70 000 besser als 400 000 (KASAI et al. 1996, SHAW et al. 1997). 
Eine auf EG basierende Vitrifikationslösung muss eine Konzentration von 59% haben, damit 
eine stabile Glasphase gebildet wird, durch Zusatz von Kombinationen aus Sacchariden und Ficoll 
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verringert sich die nötige EG-Konzentration (SHAW et al. 1997, KULESHOVA et al. 1999b). 
Mehrere Autoren berichteten über den Einsatz einer Kombination aus 40% EG, 18% Ficoll und 
Sukrose oder Trehalose zur erfolgreichen Vitrifikation von humanen, bovinen, equinen und 
murinen Embryonen und Oozyten (KASAI et al. 1990, 1992, 1996, HOCHI et al. 1994, 
KULESHOVA et al. 1999a, PARK et al. 1999, HURTT et al. 2000, ABE et al. 2005). Eine weitere 
Erhöhung der Konzentration an Dextran und Ficoll auf bis zu 35% in Kryolösungen war geeignet, 
um Mäuseembryonen zu konservieren (MUKAIDA et al. 1998, KULESHOVA u. SHAW 2000). 
Ficoll reagiert bei Inkubation absolut neutral, Mäusemorulae tolerierten eine 50%ige Lösung bei 
30°C über 20 Minuten (KASAI et al. 1992). GUTIERREZ et al. (1993b) verwendeten Ficoll 
erfolgreich als Serumersatz im Gefriermedium. 
Weitere Makromoleküle 
Makromoleküle im Serum schützen Zellmembran und Zona pellucida während des 
Gefriervorganges und verhindern die Eiskristallbildung (LEIBO 1986, RALL 1987, CARROLL et 
al. 1993), gleichzeitig wurde auf die Möglichkeit der Krankheitsübertragung hingewiesen, da 
undefinierte Proteine und Wachstumsfaktoren im Serum enthalten sind (ROSSI et al. 1982, 
THIBIER u. NIBART 1987). Beim Gefrieren von Säugetierembryonen und -eizellen werden vor 
allem BSA in Konzentrationen von 5 mg/ml und FKS in Konzentrationen von bis zu 20% 
verwendet (CARROLL et al. 1993, VAJTA et al. 1999, MASSIP 2001).  
Neben den bereits genannten Polymeren soll der Einsatz von weiteren oberflächenaktiven 
Substanzen als Serumersatz in Gefrierlösungen zukünftig die Verwendung von definierten Medien 
in der Kryopräservation ermöglichen. PALASZ et al. (2000) verglichen drei verschiedene 
Makromoleküle. Bovines Serumalbumin (BSA), Pluronic F-68 (ETS) und Natriumhyaluronat (SH) 
wurden mit dem penetrierenden CPA Glyzerin kombiniert. Die Wiederfindungsrate nach 
Kryokonservierung erreichte in Anwesenheit der Makromoleküle fast 100%, einen positiven 
Einfluss auf die Entwicklungsrate nach Gefrieren ergab sich für alle drei bei Mäusemorulae, 
Rinderblastozysten konnten jedoch durch ETS nicht geschützt werden. Sank die Konzentration an 
Glyzerin auf 1%, konnte keines der Makromoleküle eine ausreichende Schutzfunktion übernehmen. 
Natriumhyaluronat (SH) besteht aus langen, sich wiederholenden Gykosaminoglykanen und ist 
biologischen Ursprungs, dabei aber eine definierte Komponente. Für Mäuse- und Rinderembryonen 
konnte eine positive Wirkung beim Tiefgefrieren dargestellt werden (PALASZ et al. 1993). 
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2.3 Gefrierverfahren 
Grundsätzlich können Gefrierverfahren aufgrund ihres kryobiologischen Konzeptes eingeteilt 
werden. Erfolgt ein Ausgleich zwischen intrazellulärem und extrazellulärem Kompartiment durch 
Bildung extrazellulärer Eiskristalle und Osmose während der Abkühlung, werden diese Verfahren 
als Äquilibriumgefrierverfahren bezeichnet (FRIEDLER et al. 1988, LEIBO 1989). Zu den Non-
Äquilibriumverfahren zählen die Vitrifikation und ultraschnelles Gefrieren (LEIBO 1989, 
FAHNING u. GARCIA 1992). Die erzielten Abkühlraten während des Gefriervorganges lassen 
zwischen langsamen und schnellen Protokollen unterscheiden (SHAW u. JONES 2003). Als 
kontrollierte Gefrierverfahren beschreibt man Methoden, die es erlauben, das biologische Material 
in definierten Raten auf niedrige Temperaturen zu kühlen. Dies gelingt durch Anwendung 
programmierbarer Kühlautomaten (NIEMANN u. MEINECKE 1993). 
2.3.1 Langsame Protokolle 
Langsame Protokolle sind definiert durch durch das Verwenden geringer Abkühlraten (0,3°C bis 
1°C/Min für Embryonen bzw. Eizellen) und die Verwendung niedriger molarer Konzentrationen 
von CPAs im Gefriermedium (SHAW u. JONES 2003). Während der Abkühlung werden im 
Extrazellulärraum Eiskristalle gebildet, und die Zellen werden dehydriert. Die Bildung 
intrazellulärer Eiskristalle wird zusätzlich zum Wasserefflux durch das Seeding verhindert 
(FRIEDLER et al. 1988, FAHNING u. GARCIA 1992, NIEMANN u. MEINECKE 1993). Erstmals 
erfolgreich angewandt wurden langsame Gefrierprotokolle an Mäuseembryonen (WHITTINGHAM 
et al. 1972), das erste Kalb aus einem tiefgefrorenen Embryo erhielten WILMUT und 
ROWSON (1973). Beide kühlten das biologische Material nach Seeding bei -7°C in Raten von 
0,3°C/Min bis auf -80°C ab und danach erfolgte die Sturzkühlung in Stickstoff. Die langsame 
Abkühlrate bedingte eine starke Dehydrierung der Embryonen, verhinderte aber die Bildung 
intrazellulärer Eiskristalle. Langsame Auftauraten (~10°C/Min) mussten verwendet werden, da 
durch die vollständige Penetration der CPAs bei diesem Äquilibriumverfahren das schnelle 
Auftauen zu Lösungseffekten und osmotischen Schäden führen kann (MAZUR 1980, FRIEDLER 
et al. 1988, LEIBO 1989). Durch Modifizierung des Kryomediums (Einführung von GLY und EG 
anstatt DMSO), Überführung in N2 schon bei Temperaturen zwischen -25°C und -35°C und 
Verwendung höherer Auftaugeschwindigkeiten (~300°C/Min) entwickelte sich das konventionelle 
Tiefgefrierverfahren, das heute zur Kryokonservierung von Embryonen und Eizellen angewandt 
wird (WILLADSEN et al. 1976, FAHNING u. GARCIA 1992, VOELKEL u. HU 1992, 
NIEMANN u. MEINECKE 1993, PALASZ u. MAPLETOFT 1996). Die Einführung der 0,25 ml 
Plastikpaillette als Gefrierbehälter, Zusatz von Sacchariden in Gefriermedien und das one-step 
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Dilutionsverfahren führten zur weiteren Vereinfachung und Etablierung der Kryokonservierung 
boviner Embryonen, obwohl die Trächtigkeitsraten bei in-straw dilution (25-45%) geringer sind als 
nach stufenweiser Ausverdünnung (MASSIP et al 1979, LEIBO 1984, HASLER 1992, VOELKEL 
u. HU 1992, NIEMANN u. MEINECKE 1993, MASSIP 2001). Die große 
Temperaturempfindlichkeit boviner Oozyten verhinderte bisher die erfolgreiche und verlässliche 
Anwendung konventioneller Methoden zur Kryokonservierung, für humane Oozyten stellen 
langsame Protokolle mit PROH als Gefrierschutzmittel momentan noch das Verfahren der Wahl dar 
(HERRLER et al. 1991, LIM et al. 1992, OTOI et al. 1993, SCHELLANDER et al. 1994, FABBRI 
et al. 2001, VAN DER ELST 2003). 
2.3.2 Schnelle Protokolle 
Die hohen Abkühlraten durch direktes Verbringen in flüssigen N2 zeichnen diese Methoden aus. 
Man zählt hierzu die Vitrifikation und ultraschnelles Gefrieren (URF), wobei diese beiden 
Verfahren sich sehr ähnlich sind (SHAW u. JONES 2003): 
Beide Methoden verwenden höhere CPA-Konzentrationen im Vitrifikationsmedium als bei 
der konventionellen Methode. Für URF werden üblicherweise 2 bis 3 Mol/l verwendet, bei der 
Vitrifikation variieren die Konzentrationen zwischen 5 und 8 Mol/l (TROUNSON et al. 1987, 
GUTIERREZ et al. 1993a,b, MARTINO et al. 1996b, NOWSHARI u. BREM 1998, CHIAN et 
al. 2004). Die Vitrifikation ist definiert als Glasphase, die durch hohe Konzentrationen an 
Kryoprotektiva im Gefriermedium während des Abkühlens erreicht wird (FAHY et al. 1984). Beim 
URF werden ebenfalls hohe Kühlraten (~2500°C/Minute) verwendet (STEPONKUS et al. 1990). 
Da die CPA-Konzentration nicht ausreicht, um bei Kühlung eine stabile Glasphase zu erzeugen, 
muss das biologische Material während der Äquilibrierungsphase eine ausreichende Dehydrierung 
erfahren. Der Zusatz von Sacchariden zum Vitrifikationsmedium in Konzentrationen von 0,25-0,5 
Mol/l gewährleistet dies (AL-HASANI et al. 1987, TROUNSON et al. 1987, GUTIERREZ et 
al. 1993b). Erfolgreiche Konservierung verschiedener Stadien von unterschiedlichen Spezies durch 
URF wurden beschrieben (AL-HASANI et al. 1988, STEPONKUS et al. 1990, ISACHENKO et al. 
1997, GUTIERREZ et al. 1993b, MARTINO et al. 1996b, NOWSHARI u. BREM 1998). 
Untersuchungen zeigten, dass es neben der Konzentration an CPAs von der verwendeten 
Abkühlrate bzw. dem verwendeten Gefrierbehälter abhängt, ob ein Vitrifikationsmedium 
ultraschnell kühlt (unter Bildung kleinster Eiskristalle) oder vitrifiziert (FAHY et al. 1984, SHAW 
u. JONES 2003). Durch das Erreichen sehr hoher Abkühlraten (bis 20 000°C/Min) konnte eine 
Vitrifikation bei CPA-Konzentrationen von nur 30% durchgeführt werden (CHIAN et al. 2004). 
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MARTINO et al. (1996b) verwendeten zum URF boviner Eizellen eine 31%ige Lösung aus 
Ethylenglykol.  
2.4 Vitrifikation 
Dieses Kühlverfahren ist definiert durch das Erreichen eines glasähnlichen Zustandes des 
Vitrifikationsmediums bei tiefen Temperaturen und direktem Eintauchen des organischen Materials 
in flüssigen N2 oder Stickstoffdampf. Durch den Einsatz von hochmolaren Konzentrationen 
penetrierender CPAs steigt die Viskosität der Lösung beim Abkühlen an, ohne dass es intra- oder 
extrazellulär zur Bildung von Eiskristallen kommt (FAHY et al. 1984, RALL u. FAHY 1985c, 
RALL 1987, FRIEDLER et al. 1988). Dieser glasähnliche Zustand hat dadurch dieselben ionischen 
und molekularen Eigenschaften der wässrigen Lösung ohne die Gefahr der mechanischen und 
chemischen Schäden durch Konzentrationsveränderung und Eiskristallbildung (SHAW u. 
JONES 2003). MACFARLANE (1987) stellte fest, dass eine CPA-Konzentration von über 40% v/v 
für eine Glasbildung nötig ist, die Anwendung eines höheren hydrostatischen Druckes verringerte 
die erforderliche CPA-Konzentration (FAHY et al. 1984). Die Vitrifikation wird zu den Non-
Äquilibrium-Gefrierverfahren gezählt, ein Ausgleich zwischen extra- und intrazellulärem 
Kompartiment wird nicht erreicht (LEIBO 1989).  
2.4.1 Methode  
2.4.1.1 Grundlagen der Methode 
Alle angewandten Gefriermethoden haben grundsätzlich eine Abfolge von Einzelschritten 
gemeinsam, die es letztendlich erlaubt, biologisches Material auf Temperaturen bis -196°C 
abzukühlen, wieder auf physiologische Temperaturen zu erwärmen und eine Weiterentwicklung zu 
gewährleisten (LEIBO 1989). Diese Einzelschritte umfassen auch bei der Vitrifikationsmethode 
das:  
I. Zufügen der CPAs zum biologischen Material ( Äquilibrierung ) 
II. Abkühlen der Probe ( Plunging ) 
III. Erwärmen auf physiologische Temperaturen 
IV. Entfernen der Kryoprotektiva ( Dilution ) 
Der Vorteil der Vitrifikation liegt in der Verkürzung der Zeit für den Gefriervorgang von mehreren 
Stunden auf wenige Minuten. Es ist keine spezielle und kostenintensive Ausrüstung 
(Gefrierautomat) nötig, und der Verbrauch an Stickstoff ist deutlich geringer (NIEMANN u. 
MEINECKE 1993). Die Vitrifikation und direkte Übertragung von Embryonen ist praktisch 
anwendbar, jedoch ist die genaue und geübte Durchführung der Einzelschritte durch die 
 29
Verwendung der hohen Konzentrationen an Kryoprotektiva unabdingbar für eine erfolgreiche 
Durchführung dieser Gefriermethode. Eine Kryokonservierung von Eizellen und Embryonen 
kryosensibler Spezies (Schwein, Rind) scheint durch diese Methode erreichbar (VAJTA 2000).  
2.4.1.2 Vitrifikationsmedien 
Die Zytotoxizität einer Lösung ist abhängig von der Konzentration der CPAs. Die 
hochkonzentrierten Medien, die zur Vitrifikation nötig sind, erhöhen die Wahrscheinlichkeit von 
Zellschäden des biologischen Materials (RALL 1987, VAJTA 2000). Die Kombination aus 
penetrierenden und nicht penetrierenden CPAs, wie auch penetrierender CPAs untereinander 
bewirkt eine Toxizitätsverminderung durch die geringeren Einzelkonzentrationen der toxischen 
penetrierenden Kryoprotektiva (FAHY et al. 1984, RALL 1987, SHAW u. JONES 2003). Neben 
PVP/PVA erwiesen sich Makromoleküle wie Dextrane und Ficoll durch ihre geringe Toxizität als 
besonders gut zur Kombination geeignet (SHAW et al. 1997). Der Zusatz von Sacchariden in 
Vitrifikationslösungen dient zur Aufrechterhaltung der Osmolarität des Extrazellularraumes und 
Dehydrierung des biologischen Materiales während der Äquilibrierung (KASAI et al. 1990, ALI et 
al. 1993a, KULESHOVA et al. 1999a). Sie werden meist in nicht-toxischen, niedermolaren 
Konzentrationen (bis 2 Mol/l) zugefügt. (Siehe Kap.2.2.2.1 Saccharide). Serumkomponenten wie 
FKS oder BSA stellen einen weiteren Bestandteil vieler Vitrifikationslösungen dar, ihre 
Anwendung soll zukünftig durch Makromoleküle in definierten Medien vermieden werden, da die 
Gefahr der Krankheitsübertragung sehr hoch ist (CARROL et al. 1993, VAJTA et al. 1999, 
DINNYES et al. 2000, ASADA et al. 2002). In hohen Konzentrationen von bis zu 20% schützen sie 
die Zellmembranen und Zona pellucida während des Abkühlens und verringern die 
Eiskristallbildung (RALL 1987, CARROLL et al. 1993, VAJTA et al. 1999). RALL u. 
FAHY (1985a) verwendeten in den ersten erfolgreichen Vitrifikationsversuchen an verschiedenen 
Embryonalstadien von Mäusen Medien auf der Basis von Dulbecco´s phosphatgepufferter 
Salzlösung mit Serumsupplementierung. DMSO, Acetamid, PROH, GLY und Polyethylenglykol 
bildeten die CPAs (100%VS1, 90%VS1, VS2, VS3). DMSO und PROH haben sehr gute 
Glasbildungseigenschaften und penetrieren die Zellmembranen schnell, zur Kompensation der 
zytotoxischen Eigenschaften von DMSO setzten die Autoren Acetamid ein. Für murine embryonale 
Stadien und Oozyten wurde diese Medienzusammensetzung vielfach verwendet, doch die erzielten 
Ergebnisse blieben unzuverlässig, die Verfahren gelten als unpraktikabel und die Medien als 
toxisch (FRIEDLER et al. 1987, VAN BLERKOM 1989, SHAW et al. 1990, 1991b). Eine 
Adaptierung des Verfahrens zur Anwendung an Mäuseoozyten und maturen Rinderoozyten (DAP 
213-Medium) führte beim Rind zu einer Trächtigkeit (NAKAGATA 1989, HAMANO et al. 1992). 
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Nachdem sich EG in konventionellen Tiefgefrierverfahren durchgesetzt hatte, wurde es auch zur 
Vitrifikation eingesetzt (FAHNING u. GARCIA 1992, PALASZ u. MAPLETOFT 1996). Zwar 
benötigen Vitrifikationslösungen eine hohe Konzentration von 59% v/v EG zur Ausbildung einer 
stabilen Glasphase, seine geringe Toxizität und die gute Permeabilität machen dieses CPA jedoch 
geeignet für schnelle Protokolle (KULESHOVA et al. 1999b, MASSIP 2001). ALI u. 
SHELTON (1993a) untersuchten 6000 Vitrifikationsmedien im Hinblick auf Toxizität und stellen 
fest, dass Medium V14 (5,5 Mol EG + 1 Mol Sukrose) am besten verträglich war. Die Kombination 
mit Sacchariden als nicht-penetrierenden CPAs reichte aus, um EG als einzelnes penetrierendes 
CPA in einer Konzentration von 40% für die Vitrifikation von Embryonalstadien und Oozyten von 
Mäusen, Ratten, Schafen, Rindern und Mensch zu nutzen und erwies sich zur Vitrifikation von 
Schweineembryonen und -eizellen geeignet (ALI u. SHELTON 1993b,c, NAGASHIMA et 
al. 1996, ARAV u. ZERON 1997, HONG et al. 1999, KULESHOVA et al. 1999a, SOMMERFELD 
u. NIEMANN 1999, HURTT et al. 2000, YOON et al. 2000, CHEN et al. 2000a,b, 2001, HOCHI et 
al. 2001, WU et al. 2001, ISACHENKO et al. 2003d, 2004, ROJAS et al. 2004). 
KÜCHENMEISTER und KUWAYAMA (1997) erzielten mit diesem Medium zur Vitrifikation 
immaturer boviner Oozyten TR (Teilungsraten) von >40%, und 5,7% der Eizellen erreichten das 
Blastozystenstadium. PAPIS et al. (2000) wandten das Medium erfolgreich an maturen 
Rindereizellen an, die TR betrug 55% und die BR war 13,8% nach Vitrifikation in Tropfen. EG-
Lösungen mit Zusatz von PVP zur Vitrifikation reifer Rinderoozyten ergaben vergleichbare 
Entwicklungsraten, die TR erreichten bis zu 60%, die BR lagen zwischen 5 und 20% (DINNYES et 
al. 2000, ASADA et al. 2002). Eine Verbesserung brachte der Zusatz von Ficoll in das 
Vitrifikationsmedium (KASAI et al. 1990). Das Medium EFS, bestehend aus EG, Ficoll, Sukrose 
und meist noch einer Serumkomponente, wurde zur Vitrifikation von Säugetierembryonen und 
Eizellen eingesetzt (KASAI et al. 1992, 1996, TACHIKAWA et al. 1993, YOSHINO et al. 1993, 
HOCHI et al. 1994, 1998). Für bovine GV-Oozyten konnten damit die bisher besten Ergebnisse 
nach Vitrifikation erzielt werden (MATSUMOTO et al. 2001, ABE et al. 2005). Die Methode des 
minimum drop size (MDS) und damit ein kleineres Volumen, höhere Kühlraten und der Einsatz 
immer höherer Konzentrationen von nicht-penetrierenden CPAs erlaubten die Reduktion der EG-
Konzentration in Vitrifikationsmedien (SHAW et al. 1997, MUKAIDA et al. 1998). KULESHOVA 
u. SHAW (2000) veröffentlichten die ultraschnelle Abkühlung von Mäuseembryonen in einer 
Gefrierlösung mit einer EG-Konzentration von nur 25%. Alle vitrifizierten Embryonen 
reexpandierten.  
Hervorragende Vitrifikationsmedien ergeben sich aus der Kombination von DMSO und EG 
(DE-Medien). Die Fähigkeit beider Kryoprotektiva, schnell die Zellmembran zu passieren, erlaubte 
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die Verkürzung der Äquilibrierungszeiten, dabei sicherte das DMSO die Aufrechterhaltung der 
stabilen Glasphase (VAJTA et al. 1998a). Oozyten werden in Abhängigkeit der Kühlraten meist mit 
jeweils 20% EG+20% DMSO vitrifiziert (VAJTA et al. 1997a, 1998a, MAVRIDES u. 
MORROLL 2002, MEN et al. 2002). Für Schweineeizellen erwies sich dieses Medium als ebenso 
gut geeignet wie EG (FUJIHIRA et al. 2004). CHIAN et al. (2004) erhielten nach Anwendung von 
15% EG+15% DMSO zur Vitrifikation bei Rindereizellen hohe Teilungsraten von 70%, die 
Blastozystenraten von 1,7% blieben jedoch enttäuschend. Die mit DE-Vitrifikationsmedien 
erzielten Ergebnisse sind gleichwertig oder besser als durch konventionelle Kryokonservierung von 
IVP-Embryonen und Embryonen erhaltene, besonders haben sie sich aber bei der Vitrifikation von 
bovinen Oozyten (BR: 25%) bewährt (ISHIMORI et al. 1993, VAJTA et al. 1998a, BERTHELOT 
et al. 2000, DHALI et al. 2000, KONG et al. 2000, ISACHENKO et al. 2001a, 2005, 
LIEBERMANN u. TUCKER 2002 , MAVRIDES u. MORROLL 2002, VIEIRA et al. 2002, 
MUKAIDA et al. 2003, BAGIS et al. 2004, DATTENA et al. 2004). Den Zusatz eines weiteren 
nicht-penetrierenden CPAs (PROH) ins Vitrifikationsmedium sahen PUGH et al. (2000) als 
förderlich zur Entwicklung nach Vitrifikation. 20% EG+20% DMSO+10% PROH erwiesen sich 
einer Kombination aus DMSO und EG überlegen.  
Kombinationen aus EG und anderen penetrierenden CPAs haben sich als weniger gut 
geeignet für die Vitrifikation erwiesen. Die Verwendung einer Kombination mit GLY zur 
Vitrifikation von Schafembryonen ergab gute Ergebnisse (Schlüpfrate, SR: 80-88%) und wurde 
zum Konservieren boviner Blastozysten angewendet (ALI u. SHELTON 1993c, DONNAY et 
al. 1998, KAIDI et al. 1999). Die Penetrationsrate von Glyzerin für Oozyten liegt weit unter der 
anderer CPAs, und für die Vitrifikation boviner immaturer und maturer Oozyten erwies es sich als 
nicht geeignet. (LE GAL u. MASSIP 1999). Die Verwendung eines Mediums aus EG und PROH, 
das im Unterschied zu GLY ein sehr guter Glasbildner ist, erwies sich als sinnvoll. In ihrer 
Untersuchung erhielten CHIAN et al. (2004) mit dieser Kombination die besten Ergebnisse 
(TR: 69,8%, BR: 7,4%) beim Vitrifizieren von maturen Rindereizellen. In Anlehnung an die 
Vitrifikationsmedien von MASSIP et al. (1986) und SCHEFFEN et al. (1986) bei Rinder- und 
Mäuseblastozysten, die PROH und GLY miteinander kombinierten, verwendeten KUWAYAMA et 
al. (1994) diese CPAs für Rinderembryonen. Trotz hoher Überlebensraten (> 80%) erwiesen sich 
diese Protokolle als unpraktikabel. 
2.4.1.3 Äquilibrierung 
Während der Äquilibrierung wird das biologische Material dehydriert, die intrazelluläre Flüssigkeit 
wird konzentriert und penetrierende CPAs passieren die Zellmembran (RALL u. FAHY 1985a, 
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RALL 1987, FRIEDLER et al. 1988, LEIBO 1989). Dadurch kann das biologische Material 
während des Kühlvorganges vitrifizieren und ist vor Gefrierschäden durch Eiskristallbildung 
geschützt (VAJTA 2000). Die Konzentration, die intrazellulär nötig ist, um zu einer Glasbildung zu 
führen, ist geringer als die dafür nötige Konzentration im Extrazellularraum. Auch ist eine totale 
Penetration der Zelle nicht nötig, da sich durch die Dehydrierung die Konzentration an 
intrazellulären Proteinen erhöht und diese den Vitrifikationsvorgang positiv beeinflussen (FAHY et 
al. 1984, RALL 1987). Eine zu hohe Konzentration an CPAs in der Zelle führt wiederum zu 
toxischen Schäden, Lösungseffekten und osmotischen Schäden (RALL 1987, FRIEDLER et 
al. 1988, FAHNING u. GARCIA 1992, PAYNTER et al. 2005). Die Geschwindigkeit der 
Penetration ist durch die Art des CPAs, Spezies und Stadium des Materials gegeben und drückt sich 
durch einen temperaturabhängigen Permeabilitätskoeffizienten aus (SZELL et al. 1989, AGCA et 
al. 1998, PFAFF et al. 1998, PEDRO et al. 2005). Je höher die Inkubationstemperatur ist, desto 
schneller penetrieren CPAs in die Zelle. Bei höheren Temperaturen steigt jedoch auch die 
biochemische Toxizität der Kryoptotektiva an (KASAI et al. 1992, SHAW et al. 2000). 
Das Absenken der Inkubationstemperatur auf bis zu 4°C wurde von mehreren Autoren 
erfolgreich zur Vitrifikation von Embryonen und Oozyten kryotoleranter Spezies verwendet. Diese 
Stadien können das kurzzeitige Verbleiben in diesem Temperaturbereich tolerieren und man konnte 
so Schäden durch Osmose und toxische Kryomedien verhindern (RALL u. FAHY 1985c, VAN 
BLERKOM 1989, VANDERZWALMEN et al. 1989, SHAW et al. 1991b, KUWAYAMA et 
al. 1994, LANE et al. 1998, OHBOSHI et al. 1998). VAJTA et al. (1996) hielten die Inkubation bei 
niedrigen Temperaturen für die erfolgreiche Vitrifikation von IVP-expandierten Blastozysten in 
0,25 ml straws für unerlässlich und sahen die längere Verweildauer des biologischen Materials als 
weiteren Vorteil, da genug Zeit für die Arbeitsschritte blieb. Die Verwendung verträglicherer 
Gefriermedien auf der Basis von EG machte die Äquilibrierung bei hohen Temperaturen möglich, 
und kryosensible Oozyten und Embryonen kryosensibler Spezies konnten konserviert werden 
(KASAI et al. 1990, 1992, 1996, ALI et al. 1993b, GUTIERREZ et al. 1993b, TACHIKAWA et 
al. 1993, AGCA et al. 1994, MAHMOUDZADEH et al. 1995, MARTINO et al. 1996b, 
NAGASHIMA et al. 1996, VAJTA et al. 1998a, DINNYES et al. 2000). VAJTA et al. (1999) 
zeigten, dass die Äquilibrierung von IVP-Blastozysten bei 35°C eine deutliche Verbesserung in der 
Entwicklungsfähigkeit zur Folge hatte, die Anwendung niedrigerer Temperaturen (20°C) musste 
durch eine Verlängerung der Äquilibrierungszeit ausgeglichen werden. 
Das stufenweise Zufügen der CPAs beschrieb RALL (1987) als Mittel, um die intrazelluläre 
Konzentration der Kryoprotektiva zu steuern, kurze Inkubationszeiten verringern das toxische 
Potential der CPAs (KASAI et al. 1992, ALI et al. 1993b,c, GUTIERREZ et al. 1993b, 
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KUWAYAMA et al. 1994, SOMMERFELD u. NIEMANN 1999, PAPIS et al. 2000). Das 
biologische Material wird in Äquilibrierungslösungen mit niedrigen Konzentrationen an 
penetrierenden, kryoprotektiven Substanzen verbracht, die mit geringer Toxizität in das 
intrazelluläre Kompartiment diffundieren und ihre Schutzfunktion erfüllen können. Die meisten 
Methoden arbeiten mit Äquilibrierungslösungen in Konzentrationen von 50% der 
Vitrifikationslösung oder darunter, die Inkubationsdauer variiert in Abhängigkeit der Methode 
(ISHIMORI et al. 1993, VAJTA et al. 1996, 1997a, 1998a, 1999, DONNAY et al. 1998, LAZAR et 
al. 2000, PUGH et al. 2000, NEDAMBALE et al. 2004). DINNYES et al. (2000) führten in ihren 
Untersuchungen einen zweistufigen Äquilibrierungsprozess durch, dessen erste Stufe aus einer 
Inkubation (15 Min) der maturen Rindereizellen in eine 4%-ige EG-Lösung bestand. Nach 
Vitrifikation und IVF erhielten sie Teilungsraten von 60% und eine Blastozystenrate von 20%. Eine 
Äquilibrierungslösung von noch geringerer Konzentration (1%EG) verwendeten PAPIS et 
al. (2000) und konnten damit vergleichbar gute Ergebnisse erzielen (BR:13,8%). Je höher jedoch 
die Konzentration der Äquilibrierungslösung ist, desto kürzer muss die Zeitdauer der Inkubation des 
biologischen Materials sein, damit es zu keiner Beeinträchtigung in der Weiterentwicklung kommt 
(LI et al. 2002, CHIAN et al. 2004, ALBARRACIN et al. 2005). VAJTA et al. (1998a) wählten bei 
Konzentrationen von 10% DMSO+10% EG Äquilibrierungszeiten von max. 45 Sekunden. Das 
Aussetzen in die konzentrierte Vitrifikationslösung erfolgt nur für eine sehr kurze Zeitdauer (bis 
max. 1 Minute bei 30-37°C für Rindereizellen), dadurch wird einer zu hohen intrazellulären 
Konzentration, übermäßigen Dehydration und osmotischen Schäden vorgebeugt (ARAV u. 
ZERON 1997, VAJTA et al. 1998a, PAPIS et al. 2000, ALBARRACIN et al. 2005). Die Anzahl 
der Äquilibrierungsschritte ist abhängig von der verwendeten Methode, Art des Kryomediums und 
Spezies und Stadium des biologischen Materials. KASAI et al. (1992) zeigten, dass sich 
Mäuseembryonen nach Einsetzen in das Vitrfikationsmedium für 0,5 Min erfolgreich konservieren 
ließen. OHBOSHI et al. (1998) untersuchten in-vitro bovine Blastozysten. Die Äquilibrierung 
umfasste zwei Schritte oder erfolgte durch direktes Einsetzen der Zellen in das 
Vitrifikationsmedium. Das two-step Verfahren erwies sich als besser, Kryoschäden zeigten sich in 
einer Verringerung der Anzahl von Mikrovili, Integritätsverlust der Plasmamembran und 
Anschwellen des rauen, endoplasmatischen Retikulums. Drei Äquilibrierungsschritte führten zu 
höheren Entwicklungsraten als das einstufige Verfahren (SAHA u. SUZUKI 1997). KUWAYAMA 
et al. (1994) beschrieben eine 16-stufige Äquilibrierung über einen Gesamtzeitraum von 18 Min für 
in-vitro bovine Blastozysten bei 15°C und zeigten, dass diese einer zweistufigen Methode überlegen 
war (ÜR: >80% vs. 0%). Für beide Verfahren wiesen die Autoren eine vollständige Vitrifikation 
der Probe nach und konnten so Schäden durch Eiskristalle ausschließen. Bei Verwendung schneller 
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penetrierender CPAs (EG, DMSO) und der Anwesenheit von nicht-penetrierenden, osmotisch 
wirksamen Substanzen genügten für Rindereizellen meist zwei bis drei Äquilibrierungsschritte bei 
physiologischen Temperaturen (VAJTA et al. 1998a,b, DINNYES et al. 2000, HURTT et al. 2000, 
PAPIS et al. 2000, HOCHI et al. 2001, ASADA et al. 2002, LI et al. 2002, MEN et al. 2002). Die 
Kryokonservierung boviner maturer Oozyten mit hohen Abkühlraten, direktem Einsetzen in die 
Vitrifikationslösung und sehr guten Entwicklungsraten (TR: 40-50%, BR:~20%) wurde von 
mehreren Autoren beschrieben (MARTINO et al. 1996b, ARAV u. ZERON 1997, ARAV et 
al. 2002). 
2.4.1.4 Kühlung und Erwärmung 
Die Kühlrate wird von der Mehrheit der Autoren als einer der Hauptfaktoren zur Vermeidung der 
Eiskristallbildung bei Non-Äquilibriumverfahren angesehen (RALL 1987, STEPONKUS et 
al. 1990, MARTINO et al. 1996b, ARAV u. ZERON 1997, PAPIS et al. 2000, VAJTA et al. 1997a, 
1998a, ISACHENKO et al. 1997, 1998, 1999, 2001a, 2004). Es existieren Grenzen für die 
Anwendung von konzentrierten CPA-Lösungen für biologisches Material, da die Zellen nur 
bestimmte Konzentrationen tolerieren. Die Art der Vitrifikationsmethode und die Verwendung 
verschiedenster Gefrierbehälter mit unterschiedlichen Volumina und Eigenschaften begrenzen 
ebenso die technisch erreichbarer Kühlraten (VAJTA 2000). Je kleiner das Volumen des 
Gefriermaterials ist, desto höher sind die möglichen Abkühlraten und desto geringer ist die 
Wahrscheinlichkeit einer Eisbildung (WOLFE u. BRYANT 1999). Die optimale Kühlrate muss 
gewährleisten, dass die Bildung von Eiskristallen verhindert wird und die Lösung in den 
gewünschten amorphen Zustand übergeht (FAHY et al. 1984). Erwärmungsrate und Kühlrate 
müssen dabei genau aufeinander abgestimmt sein, ein Verhältnis der Erwärmungsgeschwindigkeit 
zu Kühlgeschwindigkeit von >1,3 scheint effektiv zu sein (ISACHENKO et al. 1998, 1999). Das 
optimale Kühlungs-Erwärmungsschema ist abhängig von Stadium, Zusammensetzung und 
Konzentration der Vitrifikationslösung und verwendeter Vitrifikationsmethode (LIEBERMANN u. 
TUCKER 2002, LIEBERMANN et al. 2002a, SHAW u. JONES 2003). 
Verschlossenene Plastikpailletten (0,25 ml, French straws) erwiesen sich als geeignet für die 
Kryokonservierung von verschiedenen Stadien und Spezies sowohl für konventionelle Methoden 
als auch für die Vitrifikation (RALL u. FAHY 1985a, KUWAYAMA et al. 1994, SUZUKI et 
al. 1996, VAJTA et al. 1996). Die bei Sturzkühlung in flüssigen N2  erzielten maximalen 
Abkühlraten betragen ~2500°C/ Min, Erwärmungsraten von >300°C/Min verhinderten die 
Eiskristallbildung durch Devitrifikation (RALL 1987, VAJTA et al. 1996). Das bedeutet wiederum, 
dass das organische Material bei Anwendung solcher Kühlraten ungefähr 1 Sekunde während des 
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Abkühlens braucht, um den äußerst belastenden Temperaturbereich zwischen +15°C und -5°C zu 
durchlaufen. Eine weitere Sekunde verbringt das Material in diesem Bereich während des 
Auftauens. MARTINO et al. (1996b) hielten diese Zeitspanne für ausreichend, um Schäden zu 
verursachen, die die schlechten Überlebensraten von kälteempfindliche Stadien wie bovinen 
maturen Oozyten nach Vitrifikation (HAMANO et al. 1992, FUKU et al. 1992, 1994), frühen 
bovinen Embryonalstadien und porcinen Oocyten und Embryonen nach konventionellem 
Tiefgefrieren erklären (FAHNING und GARCIA 1992). STEPONKUS et al. (1990) stellten ein 
Kühlverfahren mit hohen Abkühlraten (>3000°C/Min) und hohen Erwärmungsraten für Embryonen 
der extrem kältesensiblen Drosophila melanogaster vor. Dabei wurden Kupfergitter verwendet, auf 
die das biologische Material aufgetragen und direkt in flüssigen N2 getaucht wurde, die Erwärmung 
bestand im direkten Eintauchen der Gefrierbehälter in Dilutionsmedium. Die Anwendung an 
bovinen maturen Oozyten resultierte erstmals in hohen Überlebensraten (ÜR) von 72%. Mehr als 
die Hälfte (40%) teilte sich nach in vitro Fertilisation, und 15% der Eizellen konnten sich bis zum 
Blastozystenstadium entwickeln. Eine weitere Erhöhung der Abkühlrate durch die Wahl eines 
geringeren Probenvolumens (<1µl) und Überbringen der Gitter in Stickstoffdampf konnte die 
Entwicklungsfähigkeit der Eizellen nicht weiter steigern. Die Wichtigkeit der genauen Abstimmung 
von CPA-Einsatz, biologischem Material und Methode zeigte sich in dieser Untersuchung 
(MARTINO et al. 1996b). Stickstoffnebel (bei -210°C), der durch ein partielles Vakuum erzeugt 
wird, setzten ARAV und ZERON (1997) zum Abkühlen des biologischen Materials ein. Die 
Autoren wiesen eine Erhöhung der Abkühlrate im Bereich von +20°C bis -10°C im Vergleich zu 
flüssigem Stickstoff nach, da durch die geringere Menge an freiwerdender Wärme beim Eintauchen 
der Probe in den Nebel ein „boiling off“ d.h. das Aufkochen des N2 unterbleibt (ARAV et al. 2000). 
Eine Verringerung des Probenvolumens und behälterloses und daher schnelleres Abkühlen wurde 
sowohl für Embryonen als auch Oozyten erfolgreich eingesetzt (RIHA et al. 1991, ARAV u. 
ZERON 1997, PAPIS et al. 2000). Die Technologie des open pulled straw (OPS) erhöhte die 
erreichbaren Kühl- und Erwärmungsraten auf ~20 000°C/Min., und man konnte nach Vitrifikation 
maturer boviner Oozyten erstmals Blastozystenraten von 25% erzielen (VAJTA et al. 1997a, 
1998a,b). Weitere Methoden, bei denen hohe Kühlraten zur Anwendung kommen, sind 
Nylonschlingen (Cryoloop) und Nylonnetze (Nylon mesh) (LANE et al. 1999, MATSUMOTO et 
al. 2001, MAVRIDES u. MORROLL 2002, ABE et al. 2005), die flexipet-denuding Pipette (FDP) 
(LIEBERMANN et al. 2002b), Elektronenmikroskop-Kupfergitter (HONG et al. 1999, PARK et 
al. 1999, YOON et al. 2000) und eine „solid surface vitrification“ auf Metallblöcken (DINNYES et 
al. 2000). Bei allen beschriebenen Methoden mit ultraschnellen Abkühlraten erreichte man ebenso 
schnelle Erwärmungsraten durch direktes Verbringen des biologischen Materials in physiologisch 
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temperierte Medien (MARTINO et al. 1996b, ARAV und ZERON 1997, VAJTA et al. 1998a, 
DINNYES et al. 2000). 
Als Nachteil hoher Kühl- und Erwärmungsraten wurde eine verstärktes Auftreten von 
Zonabrüchen (cracks) beschrieben (RALL u. MEYER 1989). Diese stellen Stressfrakturen dar, die 
durch schnelle Temperaturveränderungen und dadurch bedingte uneinheitlich ablaufende 
Volumenänderungen in der Probe auftreten können. KASAI et al. (1996) untersuchten die 
Häufigkeit des Auftretens von cracks durch wiederholtes Vitrifizieren muriner Blastozysten. Nur 
1,6% der Mäuseembryonen zeigten Veränderungen nach einmaliger Kryopreservation in 
0,25 ml straws. 91% der in Kultur gesetzten Zellen reexpandierten. Wurde die Vitrifikation 10 Mal 
hintereinander vollzogen, erhöhte sich der Anteil an Zonabrüchen auf 75%. Dabei hatte das 
Zusammenspiel von Kühl- und Erwärmungsrate einen großen Einfluss auf das Auftreten von 
cracks. Erfolgte das Abkühlen mit geringer Kühlrate von ca. 120°C/Min und das Erwärmen mit 
einer höheren Rate von ca. 780°C/Min, zeigten 26% der Embryonen Zonaveränderungen. Sank die 
Erwärmungsrate auf ca. 160°C/Min, blieben alle Embryonen intakt. Als optimal erwies sich in der 
genannten Untersuchung eine Erwärmungsrate von ~300°C/Min. Es gab keinerlei 
Zonaveränderungen. Die Überlebensraten waren mit 88% die höchsten. Als am schlechtesten 
erwies sich die Kombination schnelles Kühlen-schnelles Auftauen, 75% der Embryonen wiesen 
Zonabrüche auf. Ein Zusammenhang mit dem relativ großen Probenvolumen von 20µl scheint dabei 
eine Rolle zu spielen, denn trotz der hohen Abkühl- und Erwärmungsraten konnten VAJTA et 
al. (1998a) bei Verwendung kleinster Volumina keine Zonabrüche sehen. Weitere Autoren 
veröffentlichten Untersuchungen mit guten Überlebensraten nach Abkühlen bei Kühlraten von 200-
400°C/Min in Stickstoffdampf vor dem eigentlichen Eintauchen in flüssigen N2 mit der Intention, 
Zonabrüche zu vermeiden, gefolgt von Erwärmungsraten >300°C (ISHIMORI et al. 1993, HOCHI 
et al. 1995, VAJTA et al. 1996, LANE et al. 1998, YOKOTA et al. 2000). DONNAY et al. (1998) 
stellten keinen Unterschied in ÜR und Blastomerenzahl nach Vitrifikation von bovinen Embryonen 
mit Kühlraten von ~2500°C oder 400°C fest. Sowohl das direkte Eintauchen in flüssigen N2, als 
auch das Halten in gasförmigem N2 mit anschließendem „plunging“ waren gleichwertig effizient. 
Abkühlraten von 400-600°C/Min wurden erfolgreich zur Konservierung von Embryonen von 
Mäusen, Rindern und Menschen eingesetzt (AGCA et al. 1994, KASAI et al. 1996, MUKAIDA et 
al. 1998, SOMMERFELD u. NIEMANN 1999). RALL und WOOD (1994) betonten, dass eine 
ausreichend hohe Erwärmungsrate für die erfolgreiche Vitrifikation wichtiger sei, als die 
Geschwindigkeit während des Abkühlvorgangs. HOCHI et al. (2001) kühlten mature bovine 
Oozyten in Glaskapillaren mit unterschiedlichen Innendurchmessern. Die Überlebensrate erreichte 
bei Kombination aus einer Kühlrate von 3000°C/Min und einer Erwärmungsrate von 8000°C/Min 
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maximale Werte von 86% und nahm mit weiterer Erhöhung beider Raten signifikant ab. Die Wahl 
einer höheren Kühlrate in Kombination mit der zuvor als optimal festgestellten Erwärmungsrate 
führte zu Einbrüchen in der Überlebensfähigkeit der Eizellen (49%), bei Verwendung höherer 
Erwärmungsraten bei optimaler Kühlrate blieben die Überlebensraten unbeeinflusst.  
KULESHOVA u. SHAW (2000) kühlten Mäusezweizeller mit ~2500°C/Min und mit 
~400°C/Min. Weder langsames Kühlen, schnelles Auftauen (>300°C) noch Kombinationen der 
beiden Verfahren zeigten sich den verwendeten Methoden mit ultrahohen Kühl- und 
Erwärmungsraten unterlegen, allerdings wiesen die Autoren darauf hin, dass es während des 
Auftauens zu Devitrifikation in den Lösungen kam. Bei völliger Vitrifikation während des Kühlens 
wurde dies jedoch als tolerabel angesehen (SHAW et al. 1991a). Langsame Kühlraten von ~200°C 
bei hohen Erwärmungsraten reichten aus, um humane Vorkernstadien erfolgreich zu vitrifizieren 
(ISACHENKO et al. 2005). Für ovine GV- Oozyten erwies sich diese Vorgehensweise jedoch als 
nicht geeignet, eine Kombination aus ultraschnellem Abkühlen und schnellem Erwärmen hielten 
ISACHENKO et al. (2001a) für notwendig. 
2.4.1.5 Vitrifikationsverfahren und Behälter 
Die technisch erreichbaren Kühlraten bei der Vitrifikation von biologischem Material sind abhängig 
von der Art des verwendeten Behälters zur Kühlung und Lagerung der Probe in flüssigem N2 
(VAJTA 2000). Ausgehend von den meist mit Vitrifikationsvolumina von 20µl gefüllten 
Plastikpailletten führte die Technik der Verringerung des Probenvolumens (Minimum drop size, 
MDS) zu verbesserten Vitrifikationsergebnissen durch das Erreichen höherer Kühl- und 
Erwärmungsraten vor allem in der Anwendung an Oozyten (STEPONKUS et al. 1990, MARTINO 
et al. 1996b, ARAV u. ZERON 1997, VAJTA et al. 1998a). Der Rückgang an Zonafrakturen trotz 
hoher Abkühl- und Erwärmungsraten und das geringere Auftreten von Devitrifikation wurde 
ebenfalls als Folge des geringen Volumens (max. 4 µl) gesehen (VAJTA 2000, SHAW u. 
JONES 2003). Als moderne Verfahren zur Vitrifikation von immaturen und maturen Oozyten 
werden vorwiegend MDS-Techniken wie open pulled straw (OPS), das Abkühlen auf in N2 
gekühlten Oberflächen (solid surface vitrification, SSV), die Abkühlung auf Metallgittern (electron 
microscop grids) und Nylonnetzen oder Nylonschlingen (cryoloop, nylon mesh) verwendet 
(STEPONKUS et al. 1990, MARTINO et al. 1996b, VAJTA et al. 1997a,b, 1998a,b, 1999, 
DINNYES et al. 2000, MAVRIDES u. MORROLL 2002). Alle diese Verfahren beruhen auf einem 
möglichst direkten Kontakt zwischen dem flüssigen Stickstoff und dem biologischen Material. 
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CRYOLOOP, NYLON MESH 
Bei diesen beiden Techniken wird das biologische Material in einem dünnen Film aus 
Vitrifikationslösung suspendiert und auf ein aus Nylonschnur bestehendes Netz oder auf eine 
Schlinge mit einem Durchmesser von 1 mm übertragen. Durch die Oberflächenspannung 
„schwimmt“ die Probe. Schlinge und Netz können nun direkt in flüssigen N2 getaucht werden, die 
Langzeitlagerung erfolgt in einem Gefrierbehälter (MACLELLAN et al. 2002, MAVRIDES u. 
MORROLL 2002, ABE et al. 2005). Durch das Kühlen in kleinsten Volumina (<1µl) und das 
Fehlen einer thermischen Barriere zwischen Probe und N2 erfolgt die Abkühlung mit sehr großen 
Kühlraten. Ein weiterer Vorteil ist die größere Probenanzahl, die verwendet werden kann, was vor 
allem in der Kryokonservierung boviner GV-Stadien einen Vorteil darstellt (MATSUMOTO et 
al. 2001). Bisher konnten gute Ergebnisse für Oozyten und Embryonen von Rhesusaffen, Mäusen, 
Rindern, Pferden und Menschen erzielt werden (LANE et al. 1999, YEOMAN et al. 2001, 
LIEBERMANN u. TUCKER 2002, MACLELLAN et al. 2002, MAVRIDES u. MORROLL 2002, 
MUKAIDA et al. 2003). 
SOLID SURFACE VITRIFICATION und ELECTRON MICROSCOP GRID 
Bei dieser Methode erfolgt das Vitrifizieren durch Auftropfen sehr kleiner Volumina auf in N2 
gekühlten Metallblöcken (DINNYES et al. 2000). SSV kann als Modifikation der Verwendung von 
Metallgittern (EM grids) betrachtet werden, der Unterschied besteht darin, dass die Oberfläche, auf 
der die Kühlung erfolgt, bereits in N2 versenkt ist und die Konduktivität der Metallblöcke sehr hoch 
ist (STEPONKUS et al. 1990, MARTINO et al. 1996b). Durch das direkte Aufbringen der Tropfen 
ohne Behälter wird zusätzlich die kurzfristige Wärmeisolation der Probe, die beim Eintauchen 
warmer Materialien in den Stickstoff geschieht, vermindert (RIHA et al. 1991, ARAV u. 
ZERON 1997, PAPIS et al. 2000). Erfolgreich eingesetzt wurden sowohl EM grids als auch SSV 
zur Konservierung von bovinen und humanen Oozyten (MARTINO et al. 1996b, ARAV u. 
ZERON 1997, HONG et al. 1999, LE GAL u. MASSIP 1999, PARK et al. 1999, YOON et al. 
2000, WU et al. 2001, ARAV et al. 2002, BAGIS et al. 2004). 
OPEN PULLED STRAW ( OPS ) 
Diese Methode beruht auf einer Weiterentwicklung der 0,25 ml Plastikpailletten, wie sie in der 
konventionellen Kryokonservierung eingesetzt werden. Die Verringerung sowohl des Durchmessers 
auf 0,8 mm als auch der Wandstärke auf 0,07 mm erfolgt durch das Ausziehen der straws unter 
Hitzeeinwirkung. Das Aufnehmen der Probe in kleinsten Volumina von <2µl erfolgt durch 
Eintauchen in einen Tropfen aus Vitrifikationsmedium mit darin suspendiertem, biologischem 
Material. Bis zu fünf Embryonen oder Eizellen können maximal pro OPS verarbeitet werden Die 
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damit erzielten Abkühl- (>20 000°C/Min) und Erwärmungsraten übertreffen die durch Abkühlen in 
einer 0,25 ml Plastikpaillette möglichen ~2500°C bei weitem. Beim Eintauchen in flüssigen N2 
erstarrt die Probe sofort, eine visuelle Kontrolle der durchsichtigen Vitrifikationssäule ist möglich. 
Die Erwärmung erfolgt durch direkten Kontakt der Probe mit Medium in physiologischer 
Temperatur, was dazu führt, dass die Probe dem toxischen CPA für weniger als 30 Sekunden 
ausgesetzt ist, eine Devitrifikation wird durch die schnelle Passage der kritischen 
Temperaturbereiche vermieden. Nach Anwendung an bovinen Oozyten konnten erstmals hohe BR 
(25%) nach in-vitro Kultur verzeichnet werden (VAJTA et al. 1998a), VIEIRA et al. (2002) 
berichteten von Kälbergeburten aus immaturen Eizellen. Eine Weiterentwicklung dieses Systems 
stellt das Ausziehen einer Glasmikropipette (GMP) auf Durchmesser von 0,3 mm bei einer 
Wandstärke von 0,02 mm dar (KONG et al. 2000, CHO et al. 2002). Als Vorteile zum OPS wurde 
die bessere Temperaturkonduktivität des Materials und ein Vermeiden des Aufschwimmens im 
flüssigen N2 durch die höhere Dichte von Glas beschrieben. Die Nachteile waren die Gefahr des 
mechanischen Glasbruchs während der Arbeitsschritte, und bei der Konservierung von 
Rinderembryonen war die mögliche Probenanzahl auf <3 Embryonen/GMP beschränkt. 
ISACHENKO et al. (2001a, 2003d) verwendeten super-open pulled straws (SOPS) mit einem noch 
geringeren Durchmesser und noch höheren Kühlraten. Sie konnten mit einer Modifikation des 
Erwärmungsvorganges den OPS in eine direkte Übertragungsmethode für Schafembryonen 
integrieren. OPS-Vitrifikation wurde bisher zur Kryokonservierung von fast allen Stadien und 
Spezies und mit verschiedenen Vitrifkationslösungen verwendet (VAJTA et al. 1997a, 1998a, 1999, 
KULESHOVA et al. 1999a, BERTHELOT et al. 2000, HURTT et al. 2000, KONG et al. 2000, 
LAZAR et al. 2000, CHEN et al. 2000b, 2001, HOCHI et al. 2001, REUBINOFF et al. 2001, 
ISACHENKO et al. 2001a, 2003d, 2004, CHO et al. 2002, LI et al. 2002, VIEIRA et al. 2002, 
DATTENA et al. 2004). 
2.4.1.6 Ausverdünnung der Kryoprotektiva (Dilution) 
Das biologische Material hält bei der Vitrifikation hohe Konzentrationen an penetrierenden 
Kryoprotektiva im intrazellulären Raum. Sie wirken in Abhängigkeit der Temperatur toxisch, 
schädigen die Zelle, wenn diese nach dem Erwärmen wieder physiologische Temperaturen erreicht 
und müssen daher schnellstmöglich aus dem biologischen Material entfernt werden (FAHY et 
al. 1984, RALL 1987). Die osmotischen Vorgänge bei der Dilution sind dabei denen der 
Äquilibrierung entgegengesetzt, und vitrifiziertes Material scheint empfindlicher für osmotischen 
Stress zu sein (PAYNTER et al. 2005). Das Verbringen der Zelle in Lösungen mit einer niedrigeren 
Osmolarität führt zu einem intrazellulären Wassereinstrom entlang des Konzentrationsgefälles, da 
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die Membranpermeabilität temperaturunabhängig für Wasser höher als für CPAs ist (PAYNTER et 
al. 1999b). Es kommt zu einem Anschwellen des biologischen Materials in Abhängigkeit von 
Temperatur und Konzentration der extrazellulären Lösung. Die dabei auftretenden 
Volumenänderungen können das biologische Material schädigen (MAZUR u. SCHNEIDER 1986, 
MULLEN et al. 2004). Spezies- und stadiumbedingte Unterschiede in Permeabilitätseigenschaften 
der Zellmembran bedingen eine unterschiedliche osmotische Toleranz (MAZUR u. 
SCHNEIDER 1986, ODA et al. 1992, PEDRO et al. 1997, AGCA et al. 2000).  
Die Ausverdünnung kann direkt im isotonen Medium durchgeführt werden (direct 
rehydration), bedingt aber durch den großen Konzentrationsunterschied zwischen 
Vitrifikationslösung und Kulturmedium hohen osmotischen Stress. Eine Möglichkeit, osmotischen 
Schäden während der Ausverdünnung vorzubeugen, ist der Zusatz von Sacchariden in das 
Äquilibrier- und Ausverdünnungsmedium (LEIBO 1984, RALL 1987, ODA et al. 1992). 
Mäuseembryonen, die eine größere osmotische Toleranz zeigen als frühere Stadien, tolerierten die 
direkte Dilution ohne Einbußen in der Überlebensfähigkeit (KASAI et al. 1992, 1996), die 
Anwendung der direkten Rehydrierung für die Vitrifikation von Embryonen von Pferden, Schafen, 
Rindern und Ratten wurde beschrieben (VAJTA et al. 1996, DONNAY et al. 1998, 
SOMMERFELD u. NIEMANN 1999, ISACHENKO et al. 2003b, DATTENA et al. 2004, 
ELDRIDGE-PANUSKA et al. 2005). In Anlehnung an ein one-step Verfahren der konventionellen 
Gefriermethode mit EG beim Rind wurden auch in der Vitrifikation boviner Blastozysten solche 
Ausverdünnungsverfahren eingesetzt (VOELKEL u. HU 1992). Die vereinfachte Handhabung und 
schnellere Dilution im straw ermöglichte den praktischen Einsatz im bovinen Embryotransfer mit 
vergleichbaren oder besseren Trächtigkeitsraten als mit konventionellen Verfahren (SAHA et 
al. 1996b, VAJTA et al. 1997a, PUGH et al. 2000). Auch für die Vitrifikation oviner 
Pronuklearstadien und Schafoozyten erwies sich die direkte Rehydrierung als geeignet 
(ISACHENKO et al. 2001a, 2003a, 2004). PAPIS et al. (2000) verbrachten mature, bovine Oozyten 
nach Vitrifikation direkt in isotones Medium, die Weiterentwicklung in der in vitro-Kultur ergab 
eine TR von 55%, 13,8% erreichten das Blastozystenstadium. 
Eine weitere Möglichkeit besteht in der stufenweisen Ausverdünnung, die Kombination der 
Anwendung hypertoner Lösungen (Saccharide) mit stufenweiser Ausverdünnung vor Überführung 
in das isotone Kulturmedium ist die am häufigsten angewandte Methode. AGCA et al. (1994) 
verwendeten vier Schritte mit abnehmender Sukrosekonzentration und erhielten TR von 63%, 
vergleichbar mit Ergebnissen aus der Übertragung frischer boviner IVP-Embryonen. Ebenso 
beschrieben wurden Verfahren mit drei, zwei und einem Ausverdünnungsschritt (ISHIMORI et 
al. 1993, TACHIKAWA et al. 1993, KUWAYAMA et al. 1994, WURTH et al. 1994, 
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MAHMOUDZADEH et al. 1995, LANE et al. 1998, OHBOSHI et al. 1998, VAJTA et al. 1998a, 
1999, KAIDI et al. 1999, PARK et al. 1999, CHO et al. 2002). DATTENA et al. (2000) verdünnten 
CPAs zur Vitrifikation oviner Blastozysten mit drei Schritten, MARTINEZ u. MATKOVIC (1998) 
fanden keinen Unterschied in Trächtigkeitsraten nach Dilution in einem oder drei Schritten. Die 
Anwendung der stufenweisen Ausverdünnung nach Vitrifikation humaner und muriner 
Blastozysten beschrieben GUTIERREZ et al. (1993b) und LANE et al. (1999). 
Eizellen weisen eine geringere osmotische Toleranz auf als spätere Stadien (MAZUR u. 
SCHNEIDER 1986, PEDRO et al. 1997). Durch Einführen eines zusätzlichen Dilutionsschrittes bei 
der Vitrifikation von Mäuseoozyten erhielten SHAW et al. (1991b) verbesserte Teilungs- und 
Blastozystenraten im Vergleich zum ursprünglich angewandten Protokoll. Für mature 
Mäuseoozyten erwies sich die Dilution in zwei Schritten als ausreichend (HOTAMISLIGIL et 
al. 1996, KULESHOVA u. SHAW 2000, CHEN et al. 2000b, 2001), eine Ausverdünnung in vier 
Stufen für immature Mäuseeizellen beschrieben WU et al. (2001). Für humane Oozyten werden 
mehr als drei Dilutionsstufen verwendet (KULESHOVA et al. 1999a, PARK et al. 2000, YOON et 
al. 2000, LIEBERMANN u. TUCKER 2002, ISACHENKO et al. 2005). AGCA et al. (2000) 
zeigten, dass bovine GV-Oozyten sensibler als mature Stadien auf anisotone Bedingungen 
reagierten. Ihren Berechnungen zufolge können Rindereizellen osmotische Veränderungen, die 
durch maximal 1,5 molare EG-Lösungen ausgelöst werden, in einem Schritt tolerieren. Höhere 
Konzentrationsunterschiede müssen durch Aufteilung des Konzentrationsgradienten in mehreren 
Schritten überwunden werden. HAMANO et al. (1992) verdünnten das sehr toxische 
Vitrifikationsmedium DAP-213 in 12 Dilutionsschritten mit abnehmender Sukrosekonzentration 
aus, insgesamt dauerte dieser Prozess 38 Minuten. Die Verwendung der hohen 
Sukrosekonzentration (2 Mol/l) und die lange Inkubationszeit wirkten sich jedoch deutlich weniger 
schädigend aus, als der osmotische Stress durch Dilution in nur einem Schritt. 22% der Oozyten aus 
der Gruppe mit 12stufiger Ausverdünnung teilten sich und 9% entwickelten sich zur Blastozyste. 
Die Dilution in einem Schritt überlebten die Eizellen nicht. Obwohl über eine erfolgreiche Methode 
mit direkter Rehydrierung berichtet wurde (PAPIS et al. 2000), werden für mature Rindereizellen 
meist zwei bis drei Schritte zur Dilution von Kryoprotektiva verwendet, die Arbeitsschritte werden 
bei Temperaturen von ~37°C durchgeführt, um Beeinträchtigungen der Eizellen durch 
subphysiologische Temperaturen zu vermeiden (MARTINO et al. 1996b, ARAV u. ZERON 1997, 
VAJTA et al. 1998a, DINNYES et al. 2000, HURTT et al. 2000). Die Konzentrationen an Sukrose 
des ersten Schrittes im Ausverdünnungsmedium variieren zwischen 1 Mol/l und 0,25 Mol/l, meist 
mit abnehmender Konzentration in 50%-Stufen der Ausgangslösung (MARTINO et al. 1996b, 
VAJTA et al. 1998a, ASADA et al. 2002). Die Dilution von vitrifizierten immaturen Rindereizellen 
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erfolgt in zwei und drei Schritten (HURTT et al. 2000, MATSUMOTO et al. 2001, VIEIRA et al. 
2002). ABE et al. (2005) verglichen die Ausverdünnung einer auf EG basierenden 
Vitrifikationslösung mit 0,3 molarer Trehalose oder Sukrose und konnten zeigen, dass sich zwar 
kein signifikanter Unterschied in der TR ableiten ließ, Blastozysten bildeten sich jedoch nur bei 
Verwendung von Sukrose im Ausverdünnungsmedium. 
2.4.2 Devitrifikation 
Als Devitrifikation bezeichnet man die Bildung von Eiskristallen in zuvor erfolgreich vitrifizierten 
Lösungen während des Erwärmens (BOUTRON u. KAUFMANN 1978). Selbst beim Abkühlen 
von Lösungen bis zur Glasbildung kann es zur Formierung von kleinsten Eiskristallkernen 
kommen. Deren Anzahl und Größe bleibt dabei aber so klein, dass diese weder durch 
kalorimetrische Methoden noch durch Röntgen festgestellt werden können und die 
Vitrifikationslösung klar und durchsichtig bleibt (SHAW u. JONES 2003). Durchläuft das 
biologische Material während des Erwärmens mit zu niedrigen Raten kritische Temperaturbereiche 
(ab -90°C), können Eiskerne wachsen und zur Formierung von Eiskristallen führen (SHAW et 
al. 1995, SHAW u. JONES 2003). Ultraschnelle Erwärmungsraten können dies verhindern, da bis 
zum Erreichen von physiologischen Temperaturen nur Sekunden vergehen und die Zeit zur Bildung 
von Eiskristallen nicht ausreicht (STEPONKUS et al. 1990, MARTINO et al. 1996b). 
Erwärmungsraten von >400°C/Min, hohe Kühlraten, konzentrierte Gefriermedien und das 
Verwenden kleinster Volumina sorgen für, dass sowohl die Bildung von Eiskristallen während des 
Abkühlens, als auch die Devitrifikation unterbleibt (FAHY et al. 1984, RALL 1987, WOLFE u. 
BRYANT 1999). 
2.4.3 Stadien und Spezies  
Im Vergleich zu Embryonen ist das Volumen einer Eizelle größer, das Verhältnis Zelloberfläche 
zum Volumen kleiner, was dazu führt, dass Eizellen langsamer dehydrieren als embryonale Stadien 
(PARKS u. RUFFING 1992). Die Permeabilität der Zellmembran für Wasser und CPAs nimmt mit 
steigender Entwicklung von unreifer Eizelle bis Embryo zu, unterschiedliche Stadien haben also 
auch unterschiedliche Permeabilitätsmerkmale (SCHNEIDER u. MAZUR 1986, ODA et al. 1992, 
PEDRO et al. 1997, AGCA et al. 1998, 2000, PEDRO et al. 2005). Eine Zunahme der embryonalen 
Membranstärke ist zusätzlich verantwortlich für eine erhöhte Stabilität und dadurch Resistenz 
gegenüber osmotischen Volumenveränderungen späterer, embryonaler Stadien (CHEN et al. 2003). 
Embryonen aus der IVP besitzen im Vergleich zu in vivo generierten Stadien eine geringere 
Toleranz gegenüber Kryokonservierungsverfahren (LEIBO u. LOSKUTOFF 1993). Die 
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Ausbildung des Blastozoels beschrieben ZECH et al. (2002) als morphologisches Hindernis für die 
Vitrifikation. Mit Ausnahme des Pferdes ist die bessere Vitrifikationstauglichkeit von späten 
embryonalen Stadien im Vergleich zu frühen Embryonalstadien und Oozyten für viele Spezies 
beschrieben (RALL 1987, VAJTA et al. 1997a, 1998a, KULESHOVA et al. 1999a, DOBRINSKY 
et al. 2000, ISACHENKO et al. 2004). Die mature Eizelle der meisten Säugetiere befindet sich im 
nukleären Stadium der Metaphase II und verfügt daher über einen kälteempfindlichen 
Spindelapparat (PICKERING et al. 1990, AMAN u. PARKS 1994). Das Zytoskelett, Zellmembran, 
Aktinfilamente und die Zona pellucida sind ebenso sensibel für kryogene und toxische Schäden 
(JOHNSON et al. 1988, VINCENT et al. 1990a,b, PARKS u. RUFFING 1992, WOOD et al. 1992). 
Die immature Oozyte erschien morphologisch besser für die Krykonservierung geeignet, erwies 
sich jedoch als noch empfindlicher gegenüber osmotischen und kältebedingten Schädigungen 
(MARTINO et al. 1996a, AGCA et al. 1998, WU et al. 1999). Intrazelluläre Lipide scheinen 
speziespezifisch für die erhöhte Kältesensibilität porciner und boviner Gameten verantwortlich zu 
sein (LIEBERMANN et al. 2002a).  
2.4.4 Vitrifikation in der humanen Reproduktionsmedizin 
Immature und mature humane Oozyten, Vorkernstadien, frühe (d3) und späte Embryonalstadien 
(Blastozysten) wurden bereits erfolgreich mit verschiedenen Methoden vitrifiziert (KULESHOVA 
et al. 1999a, CHEN et al. 2000a, CHUNG et al. 2000, PARK et al. 2000, LIEBERMANN et 
al. 2002a,b, ZECH et al. 2002, MUKAIDA et al. 2003, ISACHENKO et al. 2003c, 2004, 2005). 
Auch publizierten REUBINOFF et al. (2001) die Vitrifikation von embryonalen Stammzellen, für 
die sich das konventionelle Gefrieren als ungeeignet erwiesen hatte. Die Probleme, mit denen 
langsame Kryokonservierungsverfahren von Eizellen zu kämpfen haben, sind vielfältig: 
Kältesensibilität der humanen Eizelle, Schäden an Zona und Spindelapparat, geringe Permeabilität 
der Membranen und die Toxizität der verwendeten CPAs führten zu niedrigen Überlebensraten, 
schlechten Fertilisierungsergebnissen und häufigem Auftreten von Polyploidie (bis 40%) (AL-
HASANI et al. 1987, SATANANTHAN et al. 1988, BERNARD u FULLER 1996, TUCKER et 
al. 1998). Die Verwendung von langsamen Kühlraten und schnellem Auftauen, der Einsatz von 
ICSI, PROH als penetrierendem CPA, höherem Sukrosezusatz von bis zu 0,3 Mol/l und Ersatz von 
Natrium in der CPA-Lösung verbesserten die erzielten Überlebensraten (~83%) (FABBRI et 
al. 2001, VAN DER ELST 2003, CHEN et al. 2004, BIANCHI et al. 2005). Die Vitrifikation 
maturer humaner Oozyten brachte vergleichbar gute Resultate (Überlebensraten ~90%), die 
Anwendung höherer Kühlraten durch die Verwendung von EM-grids, cryoloop und hemistraw 
wirkte sich auf die Überlebensraten zwar positiv aus, die Implantationsraten blieben aber 
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unbefriedigend (HONG et al. 1999, KULESHOVA et al. 1999a, YOON et al. 2000, 
LIEBERMANN u. TUCKER 2002, ZECH et al. 2002). Die Permeabilitätsparameter für immature 
(GVBD) und mature humane Oozyten bei 24°C beschrieben PAYNTER et al. (1999b) als 
vergleichbar, sie waren höher als für Mäuseoozyten. Die Permeabilität für Wasser und CPAs 
humaner Blastozysten ist geringer als die boviner und oviner Stadien, eine direkte Rehydrierung 
humaner Pronuklearstadien wurde nicht toleriert (ISACHENKO et al. 2004). Die Ausbildung des 
Blastozoels machten VANDERZWALMEN et al. (2002) für die schlechteren 
Vitrifikationsergebnisse expandierter Blastozysten verantwortlich. Ihre Methode der Punktion und 
anschließendem Schrumpfen vor Konservierung resultierte in hohen ÜR nach Erwärmen. Durch 
Verwendung von cryoloop-Verfahren konnten MUKAIDA et al. (2003) trotz niedriger 
Konzentration an CPAs in der Vitrifikationslösung hohe ÜR (80%) und 37% Schwangerschaften 
erzielen. Da es in einigen Ländern gesetzliche und ethische Einschränkungen gibt, die die 
Kryokonservierung von humanen Eizellen nach Vorkernfusion verbieten, wurden Untersuchungen 
zur Vitrifikation von Vorkernstadien vorangetrieben (PARK et al. 2000, LIEBERMANN et 
al. 2002b, SELMAN u. EL-DANASOURI 2002, ISACHENKO et al. 2004, 2005).  
2.4.5 Vitrifikation bei landwirtschaftlichen Nutztieren und Pferd 
Beim Schwein erwiesen sich konventionelle Tiefgefrierverfahren bisher als unzureichend. Nach 
Entfernen der intrazytoplasmatischen Lipide, die Ursache für die extreme Kältesensibilität dieser 
Spezies sind, konnten NAGASHIMA et al. (1994, 1995) zwar von Geburten nach Gefrieren von 
Blastozysten berichten, die Ergebnisse blieben jedoch unbefriedigend (BR: 30%). Die Vitrifikation 
erwies sich als vielversprechender (BR: ~60%, so dass Ferkel aus vitrifizierten, expandierten und 
geschlüpften Blastozystenstadien produziert werden konnten (YOSHINO et al. 1993, 
NAGASHIMA et al. 1996, DOBRINSKY et al. 2000). Die Verwendung von OPS und damit 
höheren Kühlraten wirkte sich positiv auf die Entwicklungsfähigkeit nach Erwärmen aus (ÜR: 85%, 
71% Schlüpfrate), jedoch konnten frühe Embryonalstadien bisher nicht kryokonserviert werden, 
und es zeigten sich starke genotypische Variationen zwischen den einzelnen Schweinerassen 
(VAJTA et al. 1997b, BERTHELOT et al. 2000, CUELLO et al. 2004). Bei der Vitrifikation von 
Schweineeizellen stellt der intrazelluläre Lipidgehalt ein großes Problem dar. Die Entnahme der 
Lipidvesikel und Zusatz von zytoskelettstabilisierenden Substanzen brachte zwar Verbesserungen 
in der Gefrierfähigkeit von porcinen Oozyten, Überlebens- und Entwicklungsraten blieben jedoch 
gering (NAGASHIMA et al. 1996, FUJIHIRA et al. 2004, PARK et al. 2005).  
Die Basis früher Vitrifikationsmedien beim Schaf war Glyzerin (ALI u. SHELTON 1993c, 
SZELL u. WINDSOR 1994). Für Schafmorulae erwies sich die Verwendung von EG als alleiniges, 
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penetrierendes CPA von Vorteil gegenüber GLY. Wurde EG mit DMSO kombiniert, konnte für 
Blastozysten kein signifikanter Unterschied zwischen den Vitrifikationslösungen gesehen werden 
(MARTINEZ u. MATKOVIC 1998, DATTENA et al. 2004). Die Ausverdünnungsmethode hatte 
keinen Einfluss auf Entwicklungskompetenz und Trächtigkeitsraten. Dilution in einem Schritt, in 
drei Schritten und direkte Rehydrierung in Kulturmedium zeigten keine signifikante Veränderung 
der erzielten Trächtigkeits- oder Ablammraten (DATTENA et al. 2004). ISACHENKO et 
al. (2003a) entwickelten ein Verfahren für den direkten Transfer vitrifizierter Schafembryonen. In 
vitro produzierte Embryonen aus präpubertalen Schafen zeigten signifikant geringere 
Überlebensraten nach Vitrifikation als dieselben Stadien adulter Tiere, für das Rind konnten 
ALBARRACIN et al. (2005) ähnliche Ergebnisse vorweisen (DATTENA et al. 2000). Ovine 
Embryonen tolerierten die Vitrifikation in 0,25 ml straws ebenso gut wie in OPS, Oozyten kleiner 
Wiederkäuer benötigten jedoch höhere Abkühl- und Erwärmungsraten (ISACHENKO et al. 2001a, 
2003a, BEGIN et al. 2003).  
Erste Erfolge in der Vitrifikation beim Rind erzielten MASSIP et al. (1986), sie konnten 
Morulae und frühe Blastozysten erfolgreich konservieren, späte Blastozysten überlebten jedoch 
nicht. Für weitere Vitrifikationsversuche diente häufig Glyzerin oder eine Kombination auf 
Glyzerinbasis als CPA, die Konservierung von Blastozysten und expandierten Blastozysten erzielte 
ÜR bis zu 100%, Schlüpfraten bis ~70% und Trächtigkeitsraten von bis zu 24% 
(VANDERZWALMEN et al. 1989, KUWAYAMA et al. 1994, WURTH et al. 1994, DINNYES et 
al. 1996, DONNAY et al. 1998, KAIDI et al. 1999, NEDAMBALE et al. 2004). SOMMERFELD 
und NIEMANN (1999) verglichen in ihren Untersuchungen verschiedene IVP Embryonalstadien 
(d7 bis d9), verschiedene Gefrierverfahren (Vitrifikation, konventionelles Gefrieren) und 
verwendeten Ethylenglykol als solitäres CPA. D7 und d8 expandierte Blastozysten erwiesen sich 
für beide Gefriermethoden als am besten, jedoch war die Schlüpfrate nach Vitrifikation deutlich 
höher als beim Tiefgefrieren (50% vs. 30%). Die Anwendung von EG und DMSO in den 
Vitrifikationslösungen und die Einführung neuer Methoden mit höheren Kühl- und 
Erwärmungsraten brachten Verbesserungen. Zwar erwiesen sich frühe embryonale Stadien (d1, 2) 
weiterhin wenig kryotolerabel, die Schlüpfraten von vitrifizierten d7 Embryonen erreichten jetzt 
~90% (ISHIMORI et al. 1993, SAHA et al. 1996b, VAJTA et al. 1996, 1997a, 1998a, 1999, LANE 
et al. 1998, PARK et al. 1999, LAZAR et al. 2000, PUGH et al. 2000, CHO et al. 2002, 
LOPATAROVA et al. 2002). 
1982 wurde das erste lebende Fohlen nach konventioneller Tiefgefrierung aus equinen 
Embryonen geboren (YAMAMOTO et al. 1982). HOCHI et al. (1994) erzielten die ersten 
Trächtigkeiten nach Vitrifikation von equinen Morulae und frühen Blastozysten in einer Lösung aus 
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EG, Ficoll und Sukrose, und die Autoren sahen in Übereinstimmung mit Ergebnissen aus 
Äquilibriumgefrierverfahren eine signifikant schlechtere Entwicklung von späten Blastozysten mit 
einem Durchmesser von >300µm (HOCHI et al. 1995, MACLELLAN et al. 2002). Eine Kapsel mit 
muköser Glykoproteinstruktur, die dieses Stadium umgibt und die Penetration der CPAs ins 
intrazelluläre Kompartiment behindert, könnte dafür verantwortlich sein. OBERSTEIN et al. (2001) 
erhielten keine signifikante Verbesserung durch Verwendung höherer Kühlraten mittels 
Vitrifikation im Vergleich zum konventionellen Gefrieren. Die erzielten Trächtigkeitsraten aus 
vitrifizierten Embryonen sind jedoch nicht schlechter als bei Übertragung frischer Stadien 
(ELDRIDGE-PANUSKA et al. 2005). Das langsame Voranschreiten zur Entwicklung etablierter 
Methoden im Umfeld der in vitro Produktion equiner Blastozysten limitierte die Arbeiten zur 
Vitrifikation von equinen Oozyten (HOCHI 2003). MACLELLAN et al. (2002) und HURTT et 
al. (2000) berichteten jedoch über erfolgreiche Vitrifikation equiner immaturer und maturer Eizellen 
mit OPS- und Cryolooptechniken. 
2.4.6 Vitrifikation bei Versuchstieren 
Seit der erstmaligen erfolgreichen Durchführung einer Vitrifikation von Mäuseembryonen durch 
RALL u. FAHY (1985a) diente diese Spezies als Modell für weitere Entwicklungen (SCHEFFEN 
et al. 1986, KASAI et al. 1990, 1992, 1996, ISHIMORI et al. 1992, GUTIERREZ et al. 1993a, 
TITTERINGTON et al. 1995, ZHU et al. 1996, KONG et al. 2000, KULESHOVA u. SHAW 
2000). Ausgehend von Protokollen, die für embryonale Stadien verwendet worden waren, 
untersuchten mehrere Autoren die Vitrifikationsfähigkeit von Mäuseeizellen (SHAW et al. 1991b, 
HOTAMISLIGIL et al. 1996, O’NEIL et al. 1997, CHEN et al. 2000b, 2001, BAGIS et al. 2004). 
Non-Äquilibriumverfahren für Rattenembryonen beschrieben ISACHENKO et al. (1997, 2003b). 
2.5 Vitrifikation von Oozyten 
Während die Anwendung der Vitrifikation als Kryokonservierungsmethode für Embryonen einiger 
Säugetierspezies als praxistauglich anzusehen ist, befindet sich die Vitrifikation von immaturen und 
maturen Oozyten noch im experimentellen Stadium (MASSIP 2003). 
Die Vorteile der Oozytenkonservierung aus in vitro Produktion wären vielfältig: 
Grundlagenforschung (Kryobiologie, IVP), Erhalt von gefährdeten Haustierrassen durch Aufbau 
von Genbanken, unabhängige Bereitstellung von Ausgangsmaterial für assoziierte Biotechniken wie 
Kerntransfers (NT) und Mikroinjektionen (DINNYES et al. 2000, HYTTEL et al. 2000, ABE et 
al. 2005). Die Kombination von Ovum pick-up Technik (OPU), NT und Produktion von IVP 
Blastozysten aus Ovarien von Büffelkühen, die nur ungenügend auf eine Superovulationsinduktion 
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ansprechen, wäre ein weiteres Gebiet (DHALI et al. 2000, ATABAY et al. 2004). In der 
Humanmedizin könnten unter der Voraussetzung der Legalität solcher Anwendungen iatrogene 
Sterilitäten behandelbar, ethische und moralische Probleme in vielen Fällen gelöst werden 
(MULLEN et al. 2004 
Tab. 2: Übersicht über Vitrifikation von humanen Oozyten  
Autor und           
Jahr Stadium 
CPA in  
Vitrifikations 
medium Verfahren Ergebnisse 
KULESHOVA et 
al. 1999a mature Oozyte Mensch EG OPS 1 Geburt nach Transfer 
HONG et al. 1999 mature Oozyte Mensch EG EM grid 
FR: 93,00% 
BR: 36,00% 
YOON et al. 2000 mature Oozyte Mensch EG EM grid 
FR: 43,30% 
2 Geburten nach  
Transfer 
LIEBERMANN u. 

















DANASOURI 2002 PN-Oozyte Mensch EG EM grid 
TR: 82,30% 
2 Geburten nach Transfer
ISACHENKO et 
al. 2004 PN-Oozyte Mensch EG SOPS TR: 83,00% 
ISACHENKO et 
al.2005 PN-Oozyte Mensch D+E 
aseptische OPS
 









Tab. 3: Übersicht zur Vitrifikation von Maus, landwirtsch. Nutztieren und Pferd  
Autor und           
Jahr Stadium 
CPA in  
Vitrifikationsmedium Verfahren Ergebnisse 








Maus EG 0,25ml straw 
TR: 76,60% 
BR: 46,60% 
O´NEIL et al. 1998 
mature Oozyte 
Maus DMSO+PEG 0,25ml straw BR: 63,00% 
O´NEIL et al. 1998 
mature Oozyte 
Maus DMSO+AFGP 0,25ml straw BR: 66,00% 













Maus D+E Cryoloop 
TR: 56,50% 
BR: 67,40% 









AONO et al. 2003 
GV Oozyte  
Maus D+E 
10-stufige 
Äquilibrierung BR: 38,60% 
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ICSI: 39,00%, keine 


















Pferd D+E Cryoloop 
ÜR: 73,00% 
BR: 12,00% 
HOCHI et al. 1996 
GV Oozyte 






Schaf D+E SOPS MR: 35,00% 











2.5.1 Vitrifikation boviner Oozyten 
Versuche zur konventionellen Kryokonservierung boviner Oozyten brachten nur geringe Erfolge 
(HERRLER et al. 1991, OTOI et al. 1993, 1995, 1997, SCHELLANDER et al. 1994, LIM et 
al. 1999). Zwar wurde über die Geburt von Kälbern nach konventionellem Gefrieren von 
Rindereizellen berichtet, doch blieben die Entwicklungsraten nach Kryokonservierung maturer 
Eizellen meist unter 5% BR und so hinter denen frischer Oozyten zurück (LIM et al. 1992, OTOI et 
al. 1993, SUZUKI et al. 1996). Erste Vitrifikationsversuche boviner Eizellen, besonders der GV-
Stadien, zeigten sich unbefriedigend (FUKU et al. 1992, HAMANO et al. 1992, SAHA et al. 1996a, 
HOCHI et al. 1998). Erst die Verwendung extrem hoher Kühlraten (>20 000°C/Min) und damit das 
schnelle Durchlaufen kritischer Kühlphasen führte zum Durchbruch in der Kryokonservierung von 
Rindereizellen (MARTINO et al. 1996b, VAJTA et al. 1998a, DINNYES et al. 2000, PAPIS et 
al. 2000, ARAV et al. 2002, LI et al. 2002). Nach Vitrifikation, in vitro Fertilisation und Kultur 
konnten Blastozystenraten (bis 30%) vergleichbar denen frischer Eizellen aus in vitro Kultur 
erreicht werden (VAJTA 2000). Jedoch zeigen sich diese Protokolle als schlecht reproduzierbar. 
Mit demselben Verfahren wurden TR zwischen 58% und 27% erzielt, die BR variierte zwischen 
25% und 2,5% (VAJTA et al. 1998a, MEN et al. 2002, ALBARRACIN et al. 2005). Die 
Rindereizelle zeigt eine große Empfindlichkeit gegenüber hypothermen Temperaturen und Stress, 
ausgelöst durch osmotische Veränderungen an Zellmembranen durch den Gefriervorgang 
(RICHARDSON u. PARKS 1992, ARAV et al. 1996, AGCA et al. 1998, 2000, WU et al. 1999, 
ZERON et al. 1999, MEN et al. 2003a). Beide Eigenschaften variieren in Abhängigkeit vom 
Entwicklungsstadium (AMAN u. PARKS 1994, MARTINO et al. 1996a, AGCA et al. 1998). 
Weitere Herausforderungen an das Tiefkühlverfahren stellen die Zellen des Cumulus oophorus und 
die Eizellqualität selbst dar. Besonderheiten bei der Vitrifikation der bovinen Eizelle, die für 
Schwierigkeiten zur Entwicklung geeigneter und reproduzierbarer Gefrierprotokolle verantwortlich 
sind, werden beschrieben: 
2.5.1.1 Oozytenqualität 
Ausgangsmaterial für die in vitro Produktion maturer Oozyten und späterer Blastozysten beim Rind 
sind zum größten Teil Schlachthofovarien adulter Kühe. Aus diesen werden Eizellen durch 
Punktion oder Slicen unterschiedlich großer (2-8mm) Follikel gewonnen (GORDON 2003). 
MASSIP (2003) sah für die Kryokonservierung boviner Eizellen ein großes Problem in der 
qualitativen Heterogenität des biologischen Ausgangsmateriales. Die Entwicklungskompetenz, d.h. 
der Prozentsatz an Eizellen, der fähig ist, sich von der immaturen Oozyte bis zum 
Blastozystenstadium zu entwickeln, wird beeinflusst von der intrinsischen Qualität der Eizelle und 
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ist zusätzlich von äußeren Faktoren wie Modus der Oozytengewinnung und Kulturbedingungen 
während der IVP abhängig (GORDON 2003, MERTON et al. 2003). LONERGAN et al. (2003) 
sehen die intrinsische Qualität der Eizelle als Schlüsselfaktor für die späte Embryonalentwicklung 
(Blastozystenrate) und unbeeinflusst durch Kulturbedingungen. Die Qualität und damit 
Gefriertauglichkeit von Embryonen bewerteten die Autoren als kulturabhängig (RIZOS et al. 2002, 
2003, LONERGAN et al. 2003). Zwischen Follikelgröße, Oozytenqualität und 
Entwicklungskompetenz der Eizellen adulter Kühe konnte man einen direkten Zusammenhang 
feststellen, die Blastozystenrate von Oozyten aus Follikeln >6mm war deutlich höher als bei 
kleineren Follikeln (LONERGAN et al. 1994). FAIR et al. (1995) erweiterten diese Aussage auf die 
Größe der Oozyte selbst. Vergleichbare Ergebnisse erhielten KAUFFOLD et al. (2005b) in 
Untersuchungen an Oozyten unstimulierter juveniler Kälber. Eizellen aus Follikeln >8mm führten 
zu den höchsten Blastozystenraten, jedoch schien die Follikelgrösse mit der Etablierung einer 
Trächtigkeit aus diesen Oozyten nicht korreliert zu sein (KAUFFOLD et al. 2005a). Auch der 
Reproduktionsstatus der Kühe und damit ihr Zyklusstadium beeinflussen die intrinsische Qualität 
der Eizellen abhängig von Art, Dauer der hormonellen Beeinflussung und Apoptosestatus des 
Follikels (DE WIT et al. 2000, HENDRIKSEN et al. 2000, ZEUNER et al. 2003). Kollektion der 
Oozyten zum Zeitpunkt der Follikelregression (d5) erwies sich am besten (VASSENA et al. 2003), 
BLONDIN et al. (1996) beschrieben den Einfluss von Hormonen im Rahmen der 
Superovulationsprogramme. Anzahl und Follikelgröße der Schlachthofovarien zeigten sich 
abhängig von Umgebungstemperatur und Jahreszeit, bedingt durch eine Veränderung in der 
Zusammensetzung und Länge vielfach ungesättigter Fettsäuren. Dies hat eine temperaturabhängige 
Veränderung der Zusammensetzung von Membranlipiden zur Folge und könnte für saisonal 
bedingte Schwankungen in der Entwicklungskompetenz der in vitro-produzierten Oozyten und 
unterschiedliche Gefriereigenschaften boviner Oozyten verantwortlich sein (ZERON et al. 2001). 
Bovine IVP Embryonen reagieren gegenüber Tiefgefrierverfahren weniger tolerant als Embryonen 
ex vivo (LEIBO u. LOSKUTOFF 1993, LONERGAN et al. 2003, RIZOS et al. 2003). Ebenso 
verfügen in vivo maturierte Oozyten über eine höhere Entwicklungskompetenz als in vitro 
maturierte Eizellen (HENDRIKSEN et al. 2000, RIZOS et al. 2002). Verantwortlich dafür ist das 
Ausbleiben der vollständigen zytoplasmatischen Maturation nach in vitro Kultur, die durch 
Veränderung in Anordnung und Auftreten von Zellorganellen, Lipidspeicherung, 
oozytenspezifische Proteinsynthese und Veränderungen in Membrantransportsystemen 
gekennzeichnet ist (HE et al. 1997, TOSTI et al. 2000, SMITH 2001, MERTON et al. 2003). 
Bovine Oozyten aus Eierstöcken prepubertaler Tiere zeigten sich durch ihre unzureichende 
zytoplasmatische Maturation empfindlicher gegenüber Gefrierverfahren als Oozyten adulter Tiere 
 51
(ALBARRACIN et al. 2005). Die Kulturbedingungen während der Maturation, Zusammensetzung 
des Maturationsmediums, Zusätze wie Serum, Aminosäuren, Glukose, Puffersysteme und Dauer der 
Inkubation im Maturationsmedium bewirken Unterschiede in der Entwicklungskompetenz der 
Eizelle (BLONDIN et al. 1996, HENDRIKSEN et al. 2000, WATSON et al. 2000, BEKER et 
al. 2002, BONI et al. 2002, DUQUE et al. 2002, WARD et al. 2002, GORDON 2003, OYAMADA 
u. FUKUI 2004). Die präovulatorische Entwicklung der Eizelle im Follikel beeinflusst die 
Entwicklungskompetenz der Oozyte maßgeblich (VAN DE LEEMPUT et al. 1999). Eine reversible 
Inhibition des Vollzugs der Meiose während der in vitro Maturation unterstützt das Erreichen einer 
vollständigen, zytoplasmatischen Reifung und gestaltet die Eizellpopulation homogener 
(LONERGAN et al. 1997, MERMILLOD et al. 2000). Wurden jedoch Eizellen nach 
Maturationsinhibition vitrifiziert, zeigten sie stärkere Degenerationserscheinungen als maturierte 
Kontrolloozyten und schlechtere Blastozystenraten (LE GAL u. MASSIP 1999, DIEZ et al. 2005). 
Die Speicherung von Triglyzeriden dient der Bereitstellung von Energie und zukünftiger Bausteine 
für Membranen (FERGUSON u. LEESE 1999). Die in vitro-Maturation beeinflusst die Anzahl, 
Größe und Anordnung der intrazellulären Lipidtropfen und assoziierter Mitochondrien. ARAV et 
al. (1996) vermuteten diese Unterschiede im Cholesteringehalt der Zellmembranen immaturer und 
maturer, boviner Oozyten als Ursache für ihre unterschiedliche Kryotoleranz. MEN et al. (2002) 
supplementierten das Maturationsmedium mit 3µg/ml luteinisierendem Hormon (LH) und konnten 
dadurch gesteigerte Teilungs- und Blastozystenraten nach Vitrifikation erreichen.  
2.5.1.2 Cumulus oophorus 
Als Cumulus oophorus bezeichnet man eine Gruppe von eng miteinander verbundenen 
Granulosazellen, die die Eizelle im Antralfollikel umgeben. Ihre Aufgabe erfüllen sie in vivo, 
indem sie sich an der präovulatorischen Steuerung der Maturation beteiligen, die Eizelle in den 
Eileiter leiten und ihre Funktion im komplexen Ablauf der Spermienpenetration bei der Fertilisation 
ausüben (WASSARMAN u. ALBERTINI 1994, TANGHE et al. 2002). Das Zusammenspiel 
zwischen Oozyte und Kumuluszellen während der Follikulogenese, das durch Hormone und 
Wachstumsfaktoren beeinflusst wird, beschrieb GORDON (2003). Kumuluszellen kommunizieren 
untereinander durch ein enges Netzwerk an transmembranären Kanälen, den so genannten gap 
junctions, während die Verbindung zur Eizelle von der innersten Granulosazellschicht (Corona 
radiata) ausgeht. Von hier ziehen sich Zellfortsätze durch die Zona pellucida hindurch bis an das 
Oolemma der Oozyte. Der Austausch niedermolekularer Substanzen geschieht ausschließlich über 
diese interzellulären Verbindungen (SUTTON et al. 2003). Die Metabolisierung von Stoffen wie 
Glukose, Pyruvat und Cystin in den Kumuluszellen sorgt auf diese Weise für Nahrung und Schutz 
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der Eizelle. Die Steuerung der nukleären Maturation der Oozyte ist die bedeutendste Aufgabe des 
Cumulus oophorus (TANGHE et al. 2003). Das Entfernen der Kumuluszellen innerhalb von 
8 Stunden nach Beginn der in vitro Maturation resultiert in eingeschränkter Fertilisierung und 
schlechterer embryonaler Entwicklung (CHIAN u. NIWA 1994). HASHIMOTO et al. (1998) 
konnten einen Zusammenhang zwischen Anzahl der Kumuluszellschichten und 
Entwicklungskapazität für bovine Oozyten zeigen. Eine Reduktion auf die Corona radiata führte zu 
einer signifikant schlechteren Entwicklung. Völlig denudierte Eizellen konnten ihre Entwicklung 
auch durch Zusatz von Kumuluszellen ins Medium nicht mehr verbessern. Die Funktion der 
Kumuluszellen bei der Fertilisation besteht in einem chemotaktischen Anlocken der Spermien, sie 
erleichtern die Spermienpenetration und verhindern ein spontanes Zona hardening (TANGHE et 
al. 2003, TALBOT et al. 2003).  
Die Untersuchungen zur Interaktion zwischen Cumulus oophorus und dem Gefrieren von 
Eizellen sind widersprüchlich. In Untersuchungen zur Vitrifikation von immaturen und maturen 
Kumulus-Oozyten-Komplexen (KOKs) konnten FUKU et al. (1992) keinen signifikanten 
Unterschied in Entwicklungsraten nach IVF und Kultur der Eizellen sehen. MASSIP (2003) 
beschrieb Größe und Volumen als störend für die Vitrifikation. Auch wurde eine ungleichmäßige 
und unzureichende Penetration der Eizelle durch die Anwesenheit der Kumuluszellen befürchtet. 
Durch partielles Denudieren der KOKs, entweder mechanisch durch mehrmaliges Aufziehen in 
Pipetten mit geringen Durchmessern (Strippen) oder enzymatisch durch den Einsatz von 
Hyaluronidase, lösten mehrere Autoren die äußeren Kumuluszellschichten vor Vitrifikation ab 
(VAJTA et al. 1998a, DINNYES et al. 2000, PAPIS et al. 2000, LI et al. 2002, MAVRIDES u. 
MORROLL 2002). CHIAN und NIWA (1994) beschrieben, dass für eine vollständige 
zytoplasmatische Maturation ein intakter Cumulus über mindestens 12 Stunden vorhanden sein 
muss. VAJTA et al. (1998a) erhielten die höchsten Entwicklungsraten nach Vitrifikation, wenn sie 
die Eizellen nach 6 Stunden Maturation partiell denudierten. Den Einfluss auf Ultrastruktur der 
Eizellorganellen, Kumuluszellen und Mikrovili sowohl durch das Vitrifikationsmedium als auch die 
Vitrifikation zeigten mehrere Autoren an GV- und maturen, bovinen Oozyten (FUKU et al. 1995, 
HYTTEL et al. 2000, HOCHI 2003, MODINA et al. 2004). Die Reduktion in Ausbildung der 
Mikrovili und Anzahl der gap junctions resultierte in deutlich geringeren Entwicklungsraten. Die 
Auswirkungen von DMSO auf Kumuluszellen wurde an murinen GV-Oozyten untersucht 
(RUPPERT-LINGHAM et al. 2003). Die Autoren sahen keine negative Wirkung von DMSO ohne 
weitere Kühlung, wurden die Eizellen aber gefroren, kam es zu einem Einbruch in der 
Entwicklungsfähigkeit, Kumuluszellen zeigten den Verlust ihres morphologischen Verbandes und 
Hinweise auf Membranschädigung. CHIAN et al. (2004) beschrieben in ihren Untersuchungen, dass 
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es keine Unterschiede in ÜR, Fertilisation und Entwicklung nach Vitrifikation gab, unabhängig 
davon, ob die Eizellen von Cumulus umgeben waren oder nicht.  
2.5.1.3 Maturationsstadium der Oozyte 
Bovine Oozyten beginnen während der embryonalen Entwicklung mit der ersten meiotischen 
Teilung, stoppen diese in der Prophase der Meiose I und zeigen in diesem Stadium ein 
Germinalvesikel, einen Ruhekern (FAIR et al. 1995, SHAMSUDDIN et al. 1996, SMITH 2001). 
Werden Oozyten präovulatorisch aus dem Antralfollikel entfernt, nehmen sie spontan die Meiose 
wieder auf (PINCUS u. ENZMANN 1935), und bis zu 90% der Eizellen erreichen bereits nach 
einer 24-stündigen in vitro-Kultivierung das Stadium der Metaphase II. Während der Kernreifung 
löst sich die Kernmembran auf (Germinal vesicle breakdown), Chromatin kondensiert, 
Chromosomenpaare lagern sich entlang des Spindelapparates an und separieren sich. Dieser 
Vorgang findet seinen Abschluss in der Ausschleusung des Polkörpers, Arretierung der 
Chromosomen in der Metaphase II und wird während der Befruchtung wieder aktiviert 
(WASSARMAN u. ALBERTINI 1994, SHAMSUDDIN et al. 1996, SMITH 2001, PICTON 2002). 
Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der nukleären Maturation in vitro veröffentlichten SIRARD 
et al. (1989). Das GV-Stadium zeigte sich bis zu 6 Stunden nach in vitro Maturationsbeginn. 
Chromatinkondensation und GVBD wurden für einen Zeitraum zwischen 6 und 10h angesetzt, in 
der Konfiguration MI erschien der Kern 12 Stunden nach Einsetzen ins Maturationsmedium. Ab 
einer 18stündigen Maturationsdauer befand sich der Großteil der untersuchten bovinen Eizellen im 
Metaphase II-Stadium.  
Das nukleäre Entwicklungsstadium, in dem sich die Eizelle zum Zeitpunkt der Vitrifikation 
befindet, beeinflusst die Gefrierbarkeit des biologischen Materials sehr stark (ARAV et al. 1996, 
WU et al. 1999). Das Germinalvesikelstadium wird dabei als am empfindlichsten beschrieben 
(PARKS u. RUFFING 1992). Überlebensraten und Entwicklungsraten nach Kryopräservation von 
GV-Oozyten waren signifikant niedriger als die maturer Eizellen (FUKU et al. 1992, LIM et 
al. 1992, OTOI et al. 1995, KUBOTA et al. 1998, HURTT et al. 2000). Im Vergleich zwischen 
GVBD-Stadien und maturen Oozyten waren ÜR und späte, embryonale Entwicklung (BR%) nach 
Vitrifikation boviner Oozyten im Stadium des Germinal vesicle breakdown (GVBD) signifikant 
niedriger als nach Vitrifikation maturer Eizellen. Die Autoren sahen jedoch keinen Unterschied in 
der frühen, embryonalen Entwicklung bis zum Achtzeller (MEN et al. 2002). LUNA et al. (2001) 
erhielten signifikant mehr diploide MII-Stadien nach Vitrifikation boviner GV-Stadien und GVBD-
Stadien mit erfolgter Chromatinkondensation im Nukleus als bei Verwendung späterer immaturer 
oder maturer Eizellen. Das Stadium der Metaphase I zeigte sich von allen untersuchten immaturen 
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Eizellen als am kryotolerantesten nach Vitrifikation und Erwärmung (HOCHI et al. 1998). LIM et 
al. (1992) erhielten sogar bessere Entwicklungsraten nach Vitrifikation von MI-Stadien als bei 
maturen Oozyten. Dennoch gelten mature bovine Oozyten im Vergleich zu allen anderen 
Maturationsstadien als am besten zur Kryopräservation geeignet (OTOI et al. 1995, HOCHI et 
al. 1998, MEN et al. 2002). Mature Oozyten aus adulten Tieren reagierten empfindlicher auf Zusatz 
von CPAs, während sie sich toleranter gegenüber dem Gefrieren durch Vitrifikation zeigten, als 
diesselben Stadien präpubertaler Tiere, verursacht durch ihre geringere Fähigkeit zur 
zytoplasmatischen Reifung (ALBARRACIN et al. 2005). Entwicklung zu Blastozysten und 
Trächtigkeiten wurden aber sowohl durch konventionelles Gefrieren als auch durch Vitrifikation 
immaturer boviner Eizellen erreicht (SUZUKI et al. 1996, KÜCHENMEISTER u. 
KUWAYAMA 1997, VIEIRA et al. 2002, ABE et al. 2005 ).  
Tab. 4: Übersicht über die Vitrifikation immaturer Rinder- und Büffeleizellen 
Autor und Jahr Stadium 







Rind EG 0,25 ml straw 
TR: 42,00% 
BR: 5,70% 
LE GAL u. MASSIP 1999 
GV Oozyte 
Rind GLY+EG MDS/SSV 
TR: 8,20% 
BR: 0,00% 
LE GAL u. MASSIP 1999 
GV Oozyte 
Rind GLY+EG OPS 
TR: 22,00% 
BR: 3,30% 
HURTT et al. 2000 
GV Oozyte 
Rind EG OPS 
MR: 60,00% 
ÜR: 46,00% 
MATSUMOTO et al. 2001 
GV Oozyte 
Rind EG Nylon mesh 
ÜR: 97,00% 
TR: 13,00% 
VIEIRA et al. 2002 
GV Oozyte 
Rind D+E OPS 
TR: 49,00% 
BR: 6,10% 
WANI et al. 2004 
GV Oozyte 




WANI et al. 2004 
GV Oozyte 




ABE et al. 2005 
GV Oozyte  




CETIN u. BASTAN 2005 
GV Oozyte  
Rind EG 0,25 ml straw MR: 34,00% 
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Tab. 5: Übersicht über die Vitrifikation maturer Rindereizellen 
Autor und Jahr Stadium 









DMSO 0,25 ml straw BR: 9,00% 
MARTINO et al. 1996b 
MII Oozyte 
Rind EG MDS/SSV 
TR: 40,00% 
BR: 15,00% 
ARAV u. ZERON 1997 
MII Oozyte 
Rind EG MDS/grid TR: 48,00% 
HOCHI et al. 1998 
MII Oozyte 
Rind EG 0,25 ml straw 
TR: 30,00% 
BR: 4,80% 
VAJTA et al. 1998a 
MII Oozyte 
Rind D+E OPS BR: 25,00% 
LE GAL u. MASSIP 1999 
MII Oozyte 
Rind GLY+EG 0,25 ml straw 
TR: 21,00% 
BR: 0,00% 
LE GAL u. MASSIP 1999 
MII Oozyte 
Rind GLY+EG MDS/SSV 
TR: 0,00% 
BR: 0,00% 
LE GAL u. MASSIP 1999 
MII Oozyte 
Rind GLY+EG OPS 
TR: 10,60% 
BR: 1,80% 
DINNYES et al.2000 
MII Oozyte 
Rind EG SSV 
TR: 60,00% 
BR: 20,00% 
HURTT et al.2000 
MII Oozyte 
Rind EG OPS 
MR: 70,00% 
ÜR: 50,00% 
PAPIS et al. 2000 
MII Oozyte 
Rind EG Tropfen 
TR: 55,00% 
BR: 13,80% 





















LI et al.2002 
MII Oozyte 
Rind D+E OPS 
TR: 38,00% 
BR: 12,50% 
LI et al.2002 
MII Oozyte 






Rind D+E CRYOLOOP TR: 25,80% 
MEN et al. 2002 
MII Oozyte 
Rind D+E OPS 
TR: 58,00% 
BR: 8,40% 
CHIAN et al. 2004 
MII Oozyte 
Rind D+E CRYTOP 
TR: 68,00% 
BR: 1,70% 
CHIAN et al. 2004 
MII Oozyte 
Rind EG+PROH CRYTOP 
TR: 69,80% 
BR: 7,40% 
ALBARRACIN et al. 2005 
MII Oozyte 





3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Biologisches Material 
Im Zeitraum von November 2003 bis Juni 2005 wurden Eierstöcke von Schlachtrindern aus nahe 
gelegenen Schlachthöfen gesammelt. Daraus wurden KOKs isoliert und für die nachfolgenden 
Untersuchungen eingesetzt. 
3.2 Methoden 
3.2.1 Entnahme der Eierstöcke 
Die benötigten Ovarien stammten aus nahe gelegenen Schlachthöfen, wobei sie direkt am 
Schlachtband mit einer Schere vom Mesovar getrennt und sofort in eine, mit 39°C temperierter 
physiologischer Kochsalzlösung (0,9%) und Streptomycinzusatz (0,5 ml/l) befüllte 
Thermoskanne gegeben wurden. Pro Kanne konnten 50 bis 60 Ovarien transportiert werden. Die 
Proben wurden innerhalb von 3 Stunden ins Labor gebracht und dort verarbeitet. 
3.2.2 Gewinnung der Eizellen 
Im Labor wurden die Eierstöcke zunächst mit auf 39°C vorgewärmtem, 70%igem Alkohol 
(Ethanol) gereinigt und danach noch zweimal mit ebenfalls vorgewärmter, physiologischer 
Kochsalzlösung gewaschen. Die Gewinnung der Eizellen erfolgte durch Punktion und Aspiration 
des Follikelinhaltes. Dafür wurden nur Follikel verwendet, die einen Durchmesser von 2 bis 8 
mm hatten. Die Punktion wurde mit einer Einmalspritze und einer Einmalkanüle durchgeführt. 
Die Punktionsflüssigkeit wurde in einem Falcon-Röhrchen, das auf einem auf 39°C temperierten 
Wärmeblock stand, gesammelt, und während des Punktionsvorgangs konnte die bereits 
gewonnene Flüssigkeit und darin enthaltene KOKs sedimentieren. Unter einem Stereomikroskop 
wurden die KOKs aus dem Sediment entnommen und in Modifiziertes Parker Medium (MPM) 
verbracht. Nach der Entnahme des ersten Sediments wurde die Punktionsflüssigkeit in einer 
Zentrifuge bei 250g anzentrifugiert und das dabei gewonnene Sediment ebenfalls auf KOKs 
untersucht. Die entnommenen Kumulus-Oozyten-Komplexe wurden dreimal in MPM gewaschen 
und danach nach Qualitätsmerkmalen sortiert.  
3.2.3 Qualitätsbeurteilung der Eizellen 
Die Selektion der immaturen Eizellen erfolgte direkt im Anschluss an die Gewinnung und 
nachdem sie gewaschen wurden, mature Oozyten wurden nach 22stündiger Maturation in MPM 
unter Zugabe von östrischem Kuhserum (ÖCS) beurteilt. Das Auswahlverfahren wurde immer 
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von derselben Person durchgeführt, um subjektive Varianzen so gering wie möglich zu halten, 
und es erfolgte in Anlehnung an das Verfahren von KAUFFOLD u. THAMM (1985). 
Als Klasse 1 eingestuft und in die Versuche aufgenommen wurden Eizellen, die eine 
adäquate Größe (>110µm) aufwiesen. Das Ooplasma stellte sich in dieser Gruppe regelmäßig 
strukturiert und farblich gleichmäßig dar, das Oolemma erschien intakt und glatt. Die Anzahl der 
homogenen, die immature Eizelle dicht und kompakt umgebenden Kumuluszellen, durfte vier 
Schichten nicht unterschreiten. Mature Oozyten dieser Qualitätsklasse zeigten eine vollständige 
Kumulusexpansion.  
 
                    Abb.1: bovine GV-Oozyte Klasse 1      Abb.2: bovine mature Oozyte Klasse 1 
                      100fache Vergrößerung                         100fache Vergrößerung 
Als Klasse 2 bewertet wurden immature Eizellen, deren Kumuluszellen keine 
Degenerationsanzeichen zeigten, die Anzahl der Zellschichten variierte jedoch zwischen zwei 
und vier Zellagen. Das Ooplasma erschien regelmäßig und ebenmäßig strukturiert und das 
Oolemma war intakt und glatt. Unvollständige Kumulusexpansion bei maturen Oozyten neben 
unverändertem Zytoplasma definierte diese Qualität. 
Klasse 3 und schlechter beurteilte immature Oozyten zeigten verschiedenste 
Abweichungen. So konnte die Zona pellucida frei von Kumuluszellen dargestellt werden, die 
Kumuluszellen waren expandiert, das Ooplasma wies fleckige Veränderungen oder inhomogene 
Strukturen (Pseudomorolae) auf. Mature Oozyten konnten keine Kumulusexpansion aufweisen, 
Zytoplasmaveränderungen analog zu den bei immaturen Oozyten beobachteten definierten 
Qualitätsklasse 3.  
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                      Abb. 3: bovine GV-Oozyte Klasse 3     Abb. 4: bovine mature Oozyte Klasse 3 
                                  200fache Vergrößerung                          200fache Vergrößerung 
3.2.4 In-vitro-Maturation ( IVM ) der Oozyten 
Die selektierten KOKs wurden gruppenweise (Gruppengröße = 50 Eizellen) in eine mit 
Maturationsmedium (400 µl/well) vorbereitete Schale (4-well Multidish) verbracht. Jedes well 
wurde mit Follikelstimulierendem Hormon (FSH-p) in einer Konzentration von 10µg/ml 
versetzt. Um eine zu große Verdunstung und damit eine Osmolaritätsveränderung zu vermeiden 
wurde abschließend jedes well mit Mineralöl überschichtet. Medium und Mineralöl wurden dann 
bei 39°C und 5% CO2  im Inkubator für mindestens eine Stunde bis zum Einsetzen der Eizellen 
äquilibriert. Die Dauer der Maturation betrug 22 Stunden. 
3.2.5 In-vitro-Fertilisation ( IVF ) 
3.2.5.1 Aufbereitung des Spermas 
Für die Durchführung der IVF wurde für jede Versuchsgruppe Tiefgefriersperma desselben 
Bullen genutzt. Die Aufbereitung erfolgte nach der Swim-up-Technik modifiziert nach 
PARRISH et al. (1986). 
Das Kapazitationsmedium wurde aus 8 ml Kapazitations-Stocklösung hergestellt, die mit 
1 mM Na-Pyruvat und 6 mg/ml BSA versetzt wurde. Anschließend wurde die Lösung steril 
filtriert und jeweils 1,7 ml in ein 4,5 ml Zentrifugenröhrchen gegeben. Die Äquilibrierung 
erfolgte im Brutschrank bei 39°C, 5% CO2. Die Spermaportionen wurden im Wasserbad für 10 
Sekunden bei 40°C aufgetaut, abgetrocknet und mit einer Schere an der Stopfenseite geöffnet. 
Eine 1 ml Spritze wurde verwendet, um den Strawinhalt auszublasen und das 
Kapazitationsmedium mit der Spermaportion zu unterschichten. Die Röhrchen wurden in einem 
Anstellwinkel von 45° in den Inkubator verbracht und blieben dort bei 39°C und 5% CO2 für 50 
Minuten. Befruchtungsfähige Spermien konnten so in das oben gelegene Kapazitationsmedium 
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aufschwimmen. Der Medienüberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein vorgewärmtes, 
steriles 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Dieses wurde bei 250g über 10 Minuten 
zentrifugiert und der dabei entstandene Überstand abpipettiert und verworfen. Das erhaltene 
Spermapellet wurde in 100 µl Kapazitationsmedium resuspendiert. Die Motilität wurde anhand 
der Massenbewegung subjektiv beurteilt, in Prozent angegeben, und mittels einer Neubauer 
improved- Zählkammer konnte die Anzahl der Spermien pro Milliliter festgestellt werden. Dazu 
wurden 198 µl destilliertes Wasser aus einer Milli-Q-Anlage und 2 µl des Pellets miteinander 
gemischt und mit der entstandenen Suspension die Zählkammer gefüllt. Nach Auszählen der 
Spermien auf den vier Quadraten in den Ecken der Zählkammer bei 200-facher Vergrößerung 
unter dem Mikroskop wurde der Mittelwert pro Quadrat ermittelt. Mit Hilfe dieses Wertes und 
der unten stehenden Formel konnte berechnet werden, wie viel µl der Spermiensuspension den 
Eizellen eines wells zugegeben werden musste, um eine Endkonzentration von 1 Mio. 
Spermien/ml zu gewährleisten. 
800 / Mittelwert der Spermienzahl pro Quadrat = µl Spermiensuspension pro well 
3.2.5.2 Aufbereitung der Eizellen und Koinkubation 
Während der Aufbereitung des Kryospermas wurden die maturierten Oozyten in das vorbereitete 
und äquilibrierte Fertilisationsmedium verbracht. 5 ml Fertilisations-Stockmedium wurden mit 
30 mg BSA, 50 µl Natriumpyruvat und 10 µl Heparin versetzt, steril filtriert und jeweils 400 µl 
der Lösung in eine Multischale gegeben und mit Mineralöl überschichtet. Die Äquilibrierung 
erfolgte im Brutschrank bei 39°C, 5 % CO2 und 95 % Umgebungsluft. Die maturierten Oozyten 
wurden drei Mal in Fertilisationsmedium gewaschen und in Gruppen zu je 50 Eizellen pro well 
umgesetzt. Die Spermienzugabe erfolgte in einer Konzentration von 1 Million Spermien pro 
Milliliter. Die Kokultivierung der Oozyten und Spermien wurde im Inkubator über 18 Stunden 
durchgeführt. 
3.2.6 In-vitro-Kultivierung  
Nach Beendigung der 18-stündigen Inkubation von Eizellen und Sperma wurden die Zygoten 
aus dem Fertilisationsmedium entnommen und gruppenweise in Kulturmedium verbracht. Für 
die Zubereitung des Kulturmediums wurden 9 ml des CR1-Stockmediums mit 1 ml ÖCS 
gemischt und mit 200 µl Basal Medium Eagle (BME) und 100 µl Minimum Essential Medium 
(MEM) versetzt. Die Lösung wurde steril filtriert, je 400 µl pro well in eine Multidishschale 
verbracht und mit Mineralöl überschichtet. Um die restlichen Spermien und möglichst alle noch 
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anhaftenden Kumuluszellen zu entfernen, wurden die Eizellen in 1 ml Kulturmedium 
suspendiert, in ein vorgewärmtes 15 ml Zentrifugenröhrchen gegeben und für 2 Minuten 
gevortext. Aus dieser Lösung wurden die Eizellen unter mehrmaligem Spülen zurückgewonnen 
und dreimal in Kulturmedium gewaschen. Danach wurden die Eizellen in das Kulturmedium 
gegeben. Für die weitere Entwicklung verblieben die Zygoten im  Inkubator bei 39°C, 5 % CO2 
und einer Umgebungsluft von 95 %. 72 Stunden nach der Fertilisierung wurde die Teilungsrate 
erfasst, jeweils vom 7. bis zum 10. Tag nach der Fertilisierung wurde die morphologische 
Entwicklung beurteilt und als Blastozystenrate erfasst.  
3.2.7 Vitrifikationsversuche 
3.2.7.1 Vorbereitung des Arbeitsplatzes 
Alle Arbeitsschritte während der Vitrifikation und Ausverdünnung wurden an einem auf 39°C 
geheizten Arbeitstisch durchgeführt. Die Arbeitstemperatur in den Lösungen der 
Multidishschalen wurde mit einem Thermometer kontrolliert und betrug konstant 37°C. Die 
Vorbereitung begann mit einer gründlichen Reinigung mit 70 %igem Alkohol, danach wurden 
alle Materialien zur Vitrifikation bereitgelegt. Als Verpackungsstraws dienten 0,5 ml 
Kunststoffpailletten (French straw). Diese wurden mit einem Verschweißungsgerät an einer Seite 
verschlossen und die Dichte des Verschlusses unter dem Mikroskop bei 50facher Vergrößerung 
kontrolliert. Zum Verschließen der zweiten Öffnung des 0,5 ml straws wurden Metallkügelchen 
vorbereitet. Direkt vor Beginn wurde eine Thermoskanne mit flüssigem Stickstoff für das 
„plunging“, das unmittelbare Eintauchen der Probe in flüssigen Stickstoff vorbereitet. In die 
Kanne wurde ein 50 ml Zentrifugenröhrchen getaucht, das zu jeder Zeit vollständig mit 
flüssigem Stickstoff bedeckt war. Dieses Röhrchen wurde beschriftet und im oberen Teil mit 
Löchern versehen. Durch diese Löcher konnte Stickstoff ins Innere der Röhrchen gelangen, und 
damit wurde gewährleistet, dass die Proben auch während des Umsetzens in den 
Lagerungscontainer mit Stickstoff bedeckt blieben. 
3.2.7.2 Kennzeichnung der OPS 
Für die OPS-Vitrifikation wurden diese an ihrem dickeren Ende markiert und konnten somit 
einfach identifiziert werden. Bei der aseptischen Vitrifikation wird nach der so genannten „straw 
in straw-Methode“ vorgegangen, d.h. der OPS wird nochmals in einer 0,5 ml Plastikpaillette 
versenkt. Auch hier wurde der open pulled-straw an seinem dickeren Ende markiert, die 
Identifizierung der Probe erfolgte durch Beschriftung der Plastikpaillette. Die Markierung des 
OPS diente beim Erwärmen zur Orientierungshilfe zum Erkennen der Stelle, an der der French 
straw eröffnet werden konnte, ohne den OPS zu beschädigen.  
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3.2.7.3 Herstellung der Medien 
Als Grundmedien für Äquilibrierung, Vitrifikation und Ausverdünnung wurden 
Vitrifikationsmedien, Ausverdünnungsmedium und Holdingmedium vorbereitet, die 
Zusammenstellung der einzelnen Lösungen für die Äquilibrierungs- und Ausverdünnungsschritte 
erfolgte erst unmittelbar vor der Verarbeitung der Proben.  
Vitrifikationsmedium D+E ( 10 ml ): 
Dafür wurde 1,71 g Sukrose in 4 ml D-PBS gegeben, zur leichteren Lösung für 1 Minute 
gevortext und in ein Wasserbad bei 40°C gebracht. Danach wurde die Lösung mit 2 ml fetalem 
Kälberserum (FKS hitzeinaktiviert), 2 ml DMSO, 2 ml EG versetzt, durch Vortexen gemischt, 
steril filtriert und in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Das entstandene 
Vitrifikationsmedium bestand somit aus D-PBS + 20 % EG (v/v) + 20 % DMSO (v/v) + 20 % 
(v/v) FKS + 0,5 mol/l Sukrose und wurde im Wärmeschrank ohne Begasung bei 39°C für 
mindestens 1 Stunde gehalten. 
Vitrifikationsmedium EG ( 10 ml ): 
Dieses Medium wurde durch Lösung von 1,71 g Sukrose in 4 ml D-PBS hergestellt, mit 2 
ml FKS und 4 ml Ethylenglykol versetzt, gemischt, steril filtriert und in einem 15 ml 
Zentrifugenröhrchen aufbewahrt. Es bestand somit aus D-PBS + 40 % EG (v/v) + 20 % (v/v) 
FKS + 0,5 mol/l Sukrose und wurde bis zum Gebrauch im Wärmeschrank bei 39°C ohne 
Begasung gehalten. 
Vitrifikationsmedium VRIND ( 10 ml ): 
Dieses Medium bestand aus 40 % EG (v/v) + 20 % (v/v) FKS + 10 % (v/v) Ficoll 70 + 0,3 
mol/l Sukrose. Dafür wurden 1g Sukrose und 1g Ficoll in D-PBS im Wasserbad gelöst, mit 2 ml 
FKS und 4 ml Ethylenglykol versetzt und mit D-PBS auf 10 ml aufgefüllt. Nach Durchmischung 
und steriler Filtration wurde das Medium im Wärmeschrank bei 39°C ohne Begasung gehalten. 
Vitrifikationsmedium URF ( 10 ml ): 
Dieses Medium enthielt die niedrigste der angewandten CPA-Konzentrationen. Es bestand 
aus 12,5 % DMSO (v/v) + 12,5 % EG (v/v) + 20 % (v/v) FKS + 0,3 mol/l Sukrose. Im 
Wasserbad wurde wiederum 1g Sukrose in D-PBS gelöst, mit jeweils 1,25 ml DMSO und 




Das Holdingmedium basierte ebenfalls auf der Grundlage von D-PBS und hatte einen 
Serumanteil von gleichfalls 20 % (v/v) FKS. Auch hier erfolgte die Aufbewahrung bis zum 
Verbrauch im Wärmeschrank ohne Begasung für mindestens 1 Stunde bei 39°C. 
Ausverdünnungsmedium ( 10 ml ): 
Es bestand aus D-PBS + 0,5 mol/l Sukrose + 20 % (v/v) FKS und wurde durch Lösen von 
1,71 g Sukrose in 7 ml D-PBS hergestellt, das mit 2 ml FKS versetzt und steril filtriert wurde. 
Die Aufbewahrung bis zum Gebrauch erfolgte bei 39°C im Wärmeschrank. 
3.2.7.4 Aufbereitung der Kumulus-Eizell-Komplexe (KOK) 
• Vitrifikation von partiell denudierten maturierten Oozyten 
Nach Beenden der 22stündigen Maturation wurden die KOKs aus dem Maturationsmedium 
genommen und mit Hyaluronidase (1 mg/ml) versetzt. Durch wiederholtes Pipettieren der KOKs 
mit einer Pipette, deren Lumen etwas enger als der durchschnittliche Durchmesser der Kumulus-
Eizell-Komplexe war, erfolgte ein Ablösen der äußeren Kumuluszellschichten. Als partiell 
denudierte Oozyten fanden nur solche Eizellen Eingang in die Versuche, deren Kumulus 5 bis 2 
Zellschichten umfasste. Vor Beginn der Vitrifikation wurden die Oozyten in Holdingmedium 
gewaschen, um aus dem Maturationsmedium übertragenes Mineralöl zu entfernen. 
• Vitrifikation von maturierten Oozyten mit Kumuluszellen 
Nach Beenden der 22stündigen Maturation wurden die KOKs aus dem Maturationsmedium 
genommen und nach dreimaligem Waschen in Holdingmedium mit den umliegenden 
Kumuluszellen vitrifiziert. 
• Vitrifikation von immaturen Oozyten mit Kumuluszellen 
Für die Versuche an Oozyten im Germinalvesikelstadium erfolgte die Bearbeitung der KOKs 
direkt nach der Gewinnung aus der Punktionsflüssigkeit, dreimaligem Waschen und der 
Klassifizierung. Die partielle Ablösung der Kumuluszellen unterblieb bei diesen Versuchen und 
die Vitrifikation fand unter Einschluss dieser Zellschichten statt. 
3.2.7.5 Aseptische Vitrifikation 
Diese Methode erforderte drei Äquilibrierungsschritte und den Vitrifikationsschritt. Unmittelbar, 
bevor die Eizellen in das Medium eingesetzt wurden, wurden die Lösungen für die 
Äquilibrierungsschritte zusammengestellt. Dafür wurden in eine vorgewärmte Multidishschale 
(5-well-Schale) drei vorbereitete Lösungen verbracht. Well 1 enthielt für die Durchführung des 
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ersten Äquilibrierungsschrittes eine 20 %ige Lösung aus Holdingmedium und 
Vitrifikationsmedium, well 2 und 3 jeweils eine 33 %ige bzw. eine 50 %ige Lösung. In well 4 
wurden jeweils 120 µl unverdünntes Vitrifikationsmedium verbracht, und ein separater Tropfen 
von maximal 4 µl Vitrifikationsmedium wurde in das noch verbleibende mittlere well gegeben. 
Sehr wichtig bei dieser Vorbereitung war das mehrfache Durchmischen der Medien durch 
dauerhaftes Pipettieren, da die beiden Ausgangsmedien sehr starke Tendenzen zeigten, sich zu 
entmischen. Dies konnte an der Bildung von Schlieren, die unter dem Mikroskop sichtbar 
wurden, erkannt werden. Nach dreimaligem Waschen der Oozyten in Holdingmedium, um ein 
Verschleppen von Mineralöl aus dem Maturationsmedium zu verhindern, wurden in zufälliger 
Folge jeweils maximal fünf Eizellen pro Durchgang verwendet. Dies ließ genügend Zeit, um den 
Pipettiervorgang so genau und schonend wie möglich durchzuführen. Zum Überführen der 
Eizellen wurde eine Glaskapillare mit gut abgestimmtem Durchmesser verwendet, um so wenig 
Medium wie möglich zu verschleppen. Durch die Dichteunterschiede in den einzelnen Lösungen 
hatten die Eizellen die Tendenz, nach oben aufzuschwimmen, und es war von Vorteil, sie soviel 
wie möglich zu bewegen. Die Verweildauer in den wells 1 bis 3 umfasste jeweils 1 Minute, die 
Oozyten wurden im well 4 in 100 %iger Vitrifikationslösung nur kurz gehalten und sofort in den 
4 µl Tropfen gebracht. Von dort wurden die Eizellen mittels Kapillarkraft in den OPS 
aufgenommen. Der OPS wiederum wurde mit seinem engen Ende nach unten in den an einer 
Seite zugeschweißten 0,5 ml  Kunststoffstraw gepackt. Die zweite Seite wurde nun durch ein 
Metallkügelchen hermetisch verschlossen und die Probe in flüssigen Stickstoff getaucht. Die 
Zeitdauer von der Vitrifikation bis zum Eintauchen in Stickstoff  betrug maximal 50 Sekunden, 
das Volumen der Probe umfasste bis 2 µl. Die Abkühlrate bei dieser Methode betrug 
200°C/min (ISACHENKO et al. 2005). 
 
 
Abb. 5: Verpackung und Verschluss des OPS in 0,5ml straw bei aseptischer Vitrifikation 
3.2.7.6 OPS-Vitrifikation 
Bei dieser Methode wurde nur das Vitrifikationsmedium D+E verwendet. Die Äquilibrierung 
erfolgte in der Lösung D-PBS + 10 % EG + 10 % DMSO + 20% FKS und dauerte maximal 30 
bis 45 Sekunden. Der Vitrifikationsschritt wurde im unverdünnten Vitrifikationsmedium D+E 
durchgeführt, die Oozyten wurden nur kurz darin gehalten und in einen 4 µl großen Tropfen des 
Mediums gebracht. Jeweils fünf Eizellen wurden über Kapillarwirkung in den OPS 
aufgenommen, die Zeit zwischen Kontaktbeginn der Eizellen mit dem Vitrifikationsmedium und 
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dem Eintauchen in flüssigen Stickstoff ohne weitere Verpackung betrug ca. 25 Sekunden. Das 
Probenvolumen betrug bis zu 2 µl, und die Abkühlrate dieses Verfahrens betrug 20 000°C/min. 
Bei beiden Methoden erfolgte das Eintauchen in den Stickstoff zuerst mit dem Bereich, in 
dem sich die Probe befand. Durch die Wärme des straws bildete sich kurzzeitig ein gasförmiges 
Stickstoffpolster, das den Temperaturaustausch verzögert. Nach erfolgtem Wärmeaustausch 
wurde der gesamte straw senkrecht im flüssigen Stickstoff versenkt und bis zum Erwärmen in 
einem Tiefgefriercontainer gelagert. 
3.2.7.7 Erwärmung  
Zunächst wurden die Proben aus dem Lagerungscontainer genommen und in eine mit flüssigem 
Stickstoff gefüllte Thermoskanne überführt. War der OPS, der die Probe enthielt, nochmals mit 
einem Verpackungsstraw umhüllt (aseptische Vitrifikation), wurde dieser eröffnet, ohne die 
Probe aus dem Stickstoff herauszuheben. Mit einer Pinzette wurde der straw gerade soweit aus 
dem Flüssigkeitsspiegel des Stickstoffs hervorgezogen, dass die Markierung, die an der dicken 
Seite des OPS angebracht war, sichtbar wurde. Unmittelbar darüber wurde der 
Verpackungsstraw mit einer Schere abgeschnitten, und mit einer feinen Pinzette wurde danach 
der OPS aus dem Verpackungsstraw und aus dem Stickstoff entfernt und direkt in ein 
Mikrozentrifugenröhrchen überführt, das 1,5 ml unverdünntes Ausverdünnungsmedium enthielt. 
Das Ausverdünnungsmedium stieg durch kapillare Wirkung im OPS auf, und die 
Vitrifikationssäule wurde innerhalb von 1 bis 2 Sekunden flüssig und durchsichtig. Sofort wurde 
das Ansatzstück eines Mikropettors auf den OPS aufgesetzt und durch Drehung um 90° fixiert. 
Danach wurden die Eizellen unter mikroskopischer Kontrolle in eine vorgewärmte und mit 300 
µl unverdünntes Ausverdünnungsmedium befüllte Petrischale ausgeblasen. Aus dieser Lösung 
wurden die Eizellen schnellstmöglich in eine weitere, vorgewärmte und mit 300 µl 
Ausverdünnungsmedium befüllte Petrischale überführt, um die Konzentration der bei der 
Erwärmung freigewordenen Kryoprotektoren im Medium gering zu halten und eine toxische 
Schädigung der Eizellen zu vermeiden. Diese Arbeitsschritte wurden in einer Zeitdauer von 3 
Minuten durchgeführt. Pro Durchgang wurden vier Proben bearbeitet. Die Erwärmung des OPS 
ohne weitere Verpackung erfolgte durch schnelles Überführen der Probe vom flüssigen 
Stickstoff in die mit Ausverdünnungsmedium befüllten Eppendorfröhrchen. Die weiteren 
Arbeitsschritte erfolgten analog zum Erwärmen nach aseptischer Vitrifikation. 
3.2.7.8 Titrationsausverdünnung 
Für diese Methode wurde Holdingmedium und Ausverdünnungsmedium wie folgt verwendet: 
300 µl Ausverdünnungsmedium (0,5 mol/l Sukroselösung in D-PBS) wurde in eine Petrischale 
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pipettiert und die Oozyten dahin überführt. Je 4 ml des Holdingmediums wurden in vorgewärmte 
Pasteurpipetten abgefüllt. Die erhaltenen Eizellen von maximal 4 OPS wurden zusammen 
verarbeitet. Die Petrischale mit den in 100 %igem Ausverdünnungsmedium gehaltenen Oozyten 
wurde auf einen Rüttler gestellt und mit einer Heizplatte auf 39°C beheizt. Das Bewegen der 
Eizellen sollte eine gute Durchmischung der freiwerdenden Kryoprotektoren mit dem Medium 
gewährleisten. Dies diente dazu, eine Konzentrationssteigerung der Kryoprotektoren in der 
direkten Umgebung der Eizellen zu verhindern. Über der Petrischale wurde die mit 
Holdingmedium gefüllte Tropfpipette angebracht. Daran wurde ein durch ein Steuerrad 
regulierbares Schlauchsystem angeschlossen. Dies ermöglichte ein tropfenweises Zulaufen des 
Holdingmediums zum Ausverdünnungsmedium mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1,33 
ml/min. Nach Ablauf von 3 Minuten wurden die Eizellen dreimal in MPM gewaschen und 
morphologisch beurteilt. Immature Oozyten wurden anschließend für 22 Stunden maturiert, reife 
Eizellen für 2 Stunden rekultiviert.  
 
 Schlauchsystem mit Drehregler 
 
 











Abb. 6: Titrationsmethode 
3.2.7.9 Ausverdünnung in vier Schritten 
Das Holdingmedium wurde dem Ausverdünnungsmedium derart zugesetzt, dass insgesamt vier 
Lösungen entstanden. Diese enthielten jeweils 0,5 mol/l Sukrose bzw. 0,25 mol/l, 0,125 mol/l, 
und 0,06 mol/l Sukrose. Die Konzentration an Serum war 20 % (v/v ) FKS, und die Basis bildete 
D-PBS. Von jeder Lösung wurden 400 µl in je ein well einer Multidishschale verbracht und die 
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Eizellen darin in absteigendem Gradienten für jeweils 2 Minuten suspendiert. Nach erfolgter 
Ausverdünnung wurden die Eizellen drei Mal in Medium gewaschen, morphologisch beurteilt 
und 2 Stunden rekultiviert. 
3.2.8 Beurteilung der Vitalität und Entwicklungskompetenz nach Vitrifikation 
• Weiterentwicklung nach IVF-IVK 
• Parthenogeneseversuch 
• Weiterentwicklung nach Aktivierung 
• Morphologische Beurteilung 
• DNA-Färbung 
3.2.8.1 In-vitro-Kultivierung 
Die Entwicklungskompetenz nach IVF und Kultur wurde als Teilungsrate 72 Stunden nach IVF 
erfasst. An den Tagen 7 bis 10 wurden entstandene Blastozysten gezählt und als Blastozystenrate 
gewertet. 
3.2.8.2 Parthenogeneseversuch 
Um eine Aktivierung unbefruchteter Oozyten durch den Vitrifikationsvorgang zu beurteilen, 
wurden die Oozyten nach erfolgter Vitrifikation kultiviert. Im Gegensatz zu den Kontrolleizellen 
unterblieb hier jedoch die Koinkubation mit Spermien. Dokumentiert wurden wie in den anderen 
Versuchen die Teilungs- und Blastozystenrate nach in-vitro-Kultur. Die Kontrolleizellen in 
diesem Versuch, die in-vitro fertilisiert wurden, sollten die ursprüngliche, durch Transport vom 
Schlachthof zum Labor und weiterer Verarbeitung unabhängige Entwicklungskompetenz des 
Ausgangsmateriales dokumentieren. Der Einfluss einer spontan auftretenden Parthenogenese der 
Kontrolleizellen blieb bei diesem Versuch unberücksichtigt. 
3.2.8.3 Aktivierung 
Die Aktivierung der vitrifizierten und wieder erwärmten Oozyten wurde nach der Methode von 
RHO et al. (1998) durchgeführt. 
Die Herstellung des 5 µmolaren Ionomycin-Aktivierungsmediums geschah wie folgt: 1 mg 
Ionomycin wurde zur Herstellung einer Stocklösung in 1 ml DMSO aufgelöst. Von dieser 
Lösung wurden je 3,7355 µl in 1000 µl MPM verbracht und gut durchmischt. Für das 2 mmolare 
DMAP-Aktivierungsmedium wurde aus 16,318 mg 6-Dimethylaminopurin und 1000 µl DMSO 
eine 100 mmolare Stocklösung hergestellt. Davon wurden 40 µl entnommen und in 1960 µl CR1 
Medium gelöst. Die erwärmten und rekultivierten Eizellen wurden nach dreimaligem Waschen 
in MPM durch vorsichtiges Pipettieren in Hyaluronidase vollständig von den Kumuluszellen 
 67
befreit. Die denudierten Eizellen wurden in Gruppen von maximal 50 Stück in das vorbereitete 
Ionomycin-Aktivierungsmedium verbracht und darin für 4 Minuten suspendiert. Danach wurden 
sie aus dem Medium genommen, drei Mal in CR1aa Medium gewaschen und in DMAP-
Aktivierungsmedium überführt. Dort verblieben sie für 4 Stunden und wurden nach weiterem 
dreimaligem Waschen in das Kulturmedium gebracht. 48 Stunden später wurden die 
entstandenen Teilungsstadien morphologisch beurteilt, die Teilungsrate erfasst und am Tag 7 bis 
10 die Blastozystenrate gezählt.  
3.2.8.4 Morphologische Untersuchung 
Die Beurteilung der Morphologie immaturer und maturer Eizellen erfolgte direkt nach dem 
Erwärmen bzw. nach Rekultur für 2 Stunden in MPM und umfasste die Beurteilung der 
Kumuluszellen, Zona pellucida und des Zytoplasmas. Die Kumuluszellen wurden auf ihre 
strukturelle Beschaffenheit, Verband zwischen den Kumuluszellen und zwischen Cumulus und 
Oozyte überprüft. Des Weiteren wurde auf Farbveränderungen geachtet. Bei der Zona pellucida 
wurde die Integrität beurteilt, besonders das Auftreten von Rissen wurde vermerkt. Die 
morphologische Beurteilung umfasste besonders Veränderungen des Zytoplasmas im Hinblick 
auf Struktur, Farbe und Größe im Vergleich zu Kontrolleizellen. Die Beurteilung erfolgte als 
Prozentangabe bezogen auf die Gesamteizellzahl unter 50 und 100facher Vergrößerung am 
Stereomikroskop. 
3.2.8.5 DNA-Färbung mit Hoechst 33342 
Vitrifizierte und erwärmte immature KOKs wurden für 22 Stunden in MPM versetzt mit p-FSH 
(4,5 µl/well) unter Öl bei 39°C und 5 % CO2 im Inkubator maturiert. Wurde der Versuch mit 
bereits maturierten KOKs durchgeführt, erfolgte dies in direktem Anschluss an eine 
zweistündige Rekultur in MPM unter Öl. Danach wurden die KOKs denudiert, indem sie 
gruppenweise (maximal 50 Oozyten pro Gruppe) in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt 
wurden, das mit 1 ml vorgewärmter Hyaluronidase befüllt war. Die Eizellen wurden ca. 1 
Minute gevortext, bis eine vollständige Ablösung der Kumuluszellen unter dem Mikroskop 
(50fache Vergrößerung) zu sehen war. Die vollständige Ablösung der Kumuluszellen war von 
großer Bedeutung, da anhaftende Kumuluszellen sich sehr gut mit dem Farbstoff anreicherten 
und so durch ihre starke Fluoreszenz unter dem Mikroskop die Beurteilung der 
Chromatinkonfiguration der Eizellen stören konnten. Gruppenweise wurden die Oozyten wieder 
in Multidishschalen verbracht, die mit MPM (400 µl/well) versetzt mit Hoechstfarbstoff 33342 
(20 µl/well) befüllt waren. Durch mehrmaliges Pipettieren der Oozyten im Medium wurden die 
Eizellen im Farbstoff suspendiert und für 10 Minuten im Inkubator bei 39°C, 5 % CO2 und 95 % 
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Umgebungsluft gehalten. Nach Ablauf der Einwirkzeit wurden die Eizellen drei Mal gewaschen 
und in Tropfen von 800 µl Größe in D-PBS versetzt mit 1 mg/ml BSA auf Objektträger 
aufgebracht und im Mikroskop unter Fluoreszenz (Fluoreszenzfilter DAPI: Abs.: 360/40 nm, 
Emis.: 425 nm A) beurteilt. Oozyten, die einen leuchtenden Polkörper und eine Metaphaseplatte 
erkennen ließen, galten als maturiert. Die Ausbildung einer DNA Konfiguration einer 
Metaphaseplatte ohne ausgeschleusten Polkörper wurde als nicht maturiert (MI-Phase) gewertet, 





Abb. 7: Darstellung der Kernkonfiguration MI, MII, degeneriert (v.l.n.r.) durch 
Hoechstfärbung, Fluoreszenzmikroskop bei 200facher Vergrößerung 
3.3 Statistische Analyse 
Für jeden Versuchstag wurden die Anzahl der vitrifizierten Oozyten, Wiederfindungs- und 
Überlebensrate bestimmt. Die Maturationsrate, Rate an Kernstatus MI und Degenerationsrate 
waren zusätzliche Parameter in Versuchen zur Kernkonfiguration nach Vitrifikation. Bei den 
Versuchen zur Bestimmung der Entwicklungskompetenz nach IVF und chemischer Aktivierung 
wurden zudem für jeden Versuchstag die absolute und relative Teilungs- und Blastozystenrate 
ermittelt. Daraus wurden später auf die Versuchsgruppen bezogene Mittelwerte kalkuliert. 
Abweichungen zwischen den Versuchsgruppen sowie den Kontrollen wurden per Chi-Quadrat 
Test (SAS institute Inc., SAS p.1, FREQ procedure) auf Signifikanz überprüft. Unterschiede von 




Die Wiederfindungsrate und Überlebensrate sowie der Status der Kernreifung immaturer boviner 
Oozyten nach aseptischer Vitrifikation in vier verschiedenen Medien (D+E, EG, URF, VRIND), 
Titrationsausverdünnung, Maturation für 22 Stunden und DNA-Färbung mittels 
Hoechstfarbstoff 33342 sowie der Kontrollen sind in den folgenden Tabellen aufgeführt.  
Tab. 6: Hoechstfärbung nach Vitrifikation von GV-Oozyten mittels aseptischer Methode und 
Titrationsausverdünnung in Medium D+E 
Medium N WR (%) ÜR (%) MR (%) MI (%) deg (%)
D+E 3* 84,0 74,0 33,3b 52,0b 15,3b
Kontrolle 3* 68,2a 25,5a 6,4a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich statistisch signifikant (p≤0,05) 
N: Anzahl der Wiederholungen pro Versuch 
WR: Anzahl der Oozyten nach Auftauen bezogen auf vitrifizierte Eizellen 
ÜR: Anzahl morphologisch intakter Oozyten bezogen auf vitrifizierte Eizellen 
MR: Anzahl Oozyten mit Kernstatus „vollständig kernmaturiert“ (Metaphaseplatte und Polkörper) 
bezogen auf überlebende Eizellen 
MI: Anzahl Oozyten mit Kernstatus „nicht vollständig kernmaturiert“ (Metaphaseplatte ohne Polkörper) 
bezogen auf überlebende Eizellen 
deg: Anzahl degenerierter Oozyten bezogen auf überlebende Eizellen 
Tab. 7: Hoechstfärbung nach Vitrifikation von GV-Oozyten mittels aseptischer Methode und 
Titrationsausverdünnung in Medium EG 
Medium N WR (%) ÜR (%) MR (%) MI (%) deg (%)
EG 3* 83,3 70,7 34,7b 46,0b 18,7b
Kontrolle 3* 64,2a 31,0a 4,7a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
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Tab. 8: Hoechstfärbung nach Vitrifikation von GV-Oozyten mittels aseptischer Methode und 
Titrationsausverdünnung in Medium URF 
Medium N WR (%) ÜR (%) MR (%) MI (%) deg (%)
URF 3* 80,0 74,7 0,0b 57,3b 42,7b
Kontrolle 3* 65,6a 27,8a 6,6a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
Tab. 9: Hoechstfärbung nach Vitrifikation von GV-Oozyten mittels aseptischer Methode und 
Titrationsausverdünnung in Medium VRIND 
Medium N WR (%) ÜR (%) MR (%) MI (%) deg (%)
VRIND 3* 97,0 96,0 9,0b 64,0b 27,0b
Kontrolle 3* 62,1a 32,6a 5,3a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
Tab. 10: Kernstatus (MII, MI und deg) vergleichend nach aseptischer Vitrifikation und 
Titrationsausverdünnung in vier Medien  
Medium MR (%) MI (%) deg (%)
D+E 33,3d 52,0bc 15,3d
EG 34,7d 46,0b 18,7bd
URF 0,0c 57,3c 42,7c
VRIND 9,0b 64,0c 27,0bc
Kontrolle 65,1a 29,5a 5,5a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
Die Rate an vollständig kernmaturierten Eizellen und Kernkonfiguration nach aseptischer 
Vitrifikation immaturer Oozyten werden gezeigt. Die beiden Vitrifikationsmedien D+E und EG 
zeigten nach Färbung des Kernes eine signifikant höhere Anzahl an kernreifen Stadien als die 
anderen untersuchten Medien, aber die Maturationsrate aller vitrifizierten Oozyten war statistisch 
signifikant geringer als bei den Kontrollen. Die Anzahl der Eizellen mit Ausbildung eines 
Polkörpers und einer Metaphaseplatte (MII) war in Medium URF mit 0% am geringsten. Die 
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Kernkonfiguration MI (Metaphaseplatte ohne Polkörper), trat bei allen Vitrifikationsmedien 
häufiger auf als bei den Kontrollen. In Medium EG zeigten 46% der Eizellen diese 
Kernkonfiguration. Zwischen dem Auftreten von Kernstadium MI innerhalb der verschiedenen 
Medien gab es statistische Signifikanz zwischen Medien EG und URF bzw. VRIND. Nicht 
unterschiedlich verhielten sich VRIND mit URF und EG mit D+E. Die Häufigkeit degenerierter 
Eizellen war beim Medium URF am höchsten, Medium D+E zeigte hier den kleinsten Anteil. Alle 
vitrifizierten Oozyten wiesen im Vergleich zu den Kontrollen einen höheren Anteil an degenerierten 
Kernen auf.  
Tab. 11: Hoechstfärbung nach aseptischer Vitrifikation und Titrationsausverdünnung in Medium 
D+E sowie der Kontrollen im Vergleich zweier boviner Eizellstadien (reife MII- und 
unreife GV-Eizellen) 
Stadium N WR (%) ÜR (%) MR (%) MI (%) deg (%)
MII Oozyte 6* 99,3b 82,3b 64,8a 18,8a 16,8b
GV Oozyte 3* 84,0a 74,0a 33,3b 52,0b 15,3ab
Kontrolle 9* 69,1a 19,3a 11,1a  
*pro Versuch ≥ als drei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
Mature Oozyten nach aseptischer Vitrifikation und unbehandelte Kontrollen unterschieden sich nur 
im Anteil degenerierter Oozyten statistisch signifikant, kein statistisch signifikanter Unterschied 
konnte hingegen zwischen MR und Kernkonfiguration MI gesehen werden. Der Anteil an 
kernmaturierten Eizellen, MI-Stadien und degenerierten Oozyten war bei Kontrolloozyten und 
vitrifizierten Oozyten vergleichbar. Mature Oozyten zeigten einen signifikant höheren Anteil an 
kernmaturierten Oozyten als vergleichbare immature Stadien, die mit Vitrifikationsmedium D+E 
konserviert wurden. Zudem ergab sich eine statistisch signifikante Abweichung in der 
Wiederfindungsrate und Überlebensrate zwischen den beiden Stadien. Der Anteil an Kernen der 
Konfiguration MI war bei immaturen Oozyten deutlich höher als bei maturen Eizellen, die Anzahl 
degenerierter Eizellkerne war gleichwertig. Sowohl in der MR als auch im Anteil an MI-Stadien 
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen GV-Oozyten und Kontrollen. 
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4.2 Versuche zur in-vitro Entwicklung nach Vitrifikation 
4.2.1 Versuche an immaturen Oozyten 
Diese umfassten die Entwicklung in-vitro nach Vitrifikation von ausschließlich immaturen Oozyten 
mit zwei verschiedenen Medien und unterschiedlichen Kühlraten nach IVF sowie der Kontrollen. 
Die Teilungsrate (TR) und Blastozystenrate (BR) bezogen auf überlebende Eizellen nach 
Vitrifikation in zwei verschiedenen Medien (EG, D+E), mit zwei Kühlraten (OPS, aseptische 
Vitrifikation) und in vitro Fertilisation und Kultur sowie der Kontrollen werden in den folgenden 
Tabellen dargestellt. 
Tab. 12: Wiederfindungs-, Überlebensraten, Teilungsraten und Blastozystenraten nach Vitrifikation 
von GV-Oozyten in Medium D+E sowie Kontrollen 
Medium N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
D+E 6* 96,1 78,1 11,8b 0,0b
Kontrolle 6* 81,6a 36,3a  
*pro Versuch sechs Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich statistisch signifikant (p≤0,05) 
N: Anzahl der Wiederholungen pro Versuch 
WR: Anzahl der Oozyten nach Auftauen bezogen auf vitrifizierte Eizellen 
ÜR: Anzahl morphologisch intakter Oozyten bezogen auf vitrifizierte Eizellen 
TR: Anzahl geteilter Oozyten bezogen auf überlebende Eizellen 
BR: Anzahl Blastozysten bezogen auf überlebende Eizellen 
Tab. 13: Wiederfindungs-, Überlebensraten, Teilungsraten und Blastozystenraten nach Vitrifikation 
von GV-Oozyten in Medium EG sowie Kontrollen 
Medium N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
EG 6* 98,0 81,9 19,6b 0,0b
Kontrolle 6* 84,1a 36,2a  
*pro Versuch sechs Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
 73
Tab. 14: Vergleich der Medien D+E und EG zur Vitrifikation von GV-Oozyten 
Medium N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
EG 6* 98,0b 81,9a 18,6a 0,0a
D+E 6* 96,1a 78,1a 11,5a 0,0a  
*pro Versuch sechs Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Tab. 15: Wiederfindungs-, Überlebensraten, Teilungsraten und Blastozystenrate nach Vitrifikation 
von GV-Oozyten in Medium D+E mit hohen (OPS) und niedrigen (aseptisch) 
Kühlraten 
Medium Kühlrate N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
D+E OPS 3* 100,0a 75,0a 8,0b 0,0b
D+E aseptisch 3* 91,0a 82,1a 16,7b 0,0b
Kontrolle 81,6a 36,3a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Tab. 16: Wiederfindungs-, Überlebensraten, Teilungsraten und Blastozystenraten nach Vitrifikation 
von GV-Oozyten in Medium EG mit niedrigen Kühlraten (aseptisch) und hohen 
Kühlraten (OPS) 
Medium Kühlrate N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
EG OPS 3* 100,0a 75,0b 25,0c 0,0b
EG aseptisch 3* 95,7a 90,2a 13,0b 0,0b
Kontrolle 83,9a 36,6a  
*pro Versuch drei Durchgänge mit je ≥50 Oozyten 
Mit keiner der untersuchten Kühlmethoden und Medien konnten Blastozysten nach IVP erreicht 
werden, beide Kühlverfahren führten jedoch zu Entwicklungen über das Zweizellstadium hinaus. 
Beide Medien erschienen zur Vitrifikation unreifer Eizellen gleich gut geeignet. Die Verwendung 
hoher oder niedriger Kühlraten in Kombination mit dem Medium D+E führte zu keiner 
abweichenden Beeinflussung der nachfolgenden Entwicklung in-vitro. Das aseptische Verfahren 
erzielte unabhängig vom verwendeten Medium vergleichbare Entwicklungsraten, jedoch konnte ein 
statistisch signifikanter Unterschied bei Verwendung hoher Kühlraten und Medium EG dargestellt 
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werden. Hier ergab sich eine signifikant höhere TR  im Vergleich zur aseptischen Methode. Die 
Wiederfindungsrate nach Vitrifikation in OPS (100%) schien besser als nach Vitrifikation mit der 
straw-in-straw Methode (91,0%, 95,7%), erwies sich jedoch als statistisch nicht signifikant. 
4.2.1.1 Morphologische Beurteilung immaturer Oozyten nach Vitrifikation  
Über 90% aller von Kumuluszellen umgebenen, immaturen Oozyten waren direkt nach dem 
Auftauen morphologisch nicht von den Kontrolleizellen zu unterscheiden. Der Cumulus behielt 
seine Form und umgab die Eizelle im geschlossenen Verband, die Farbe war homogen. Nach der 
22stündigen in-vitro-Maturation zeigte sich bei über 70% der im Medium URF vitrifizierten 
Oozyten eine fehlende Kumulusexpansion, bei den anderen untersuchten Medien expandierte der 
Cumulus vergleichbar zu den Kontrollen. Farbveränderungen im Cumulus oophorus durch einzelne 
dunkle Bereiche im Sinne einer Tüpfelung wurden als degenerative Zeichen gewertet und traten bei 
bis zu 10% der unreifen Eizellen auf. Die Ablösung der Kumuluszellen während des 
Denudierungsprozesses vor der Hoechstfärbung schien bei Verwendung des Mediums URF 
erschwert.  
Nach Denudierung konnten bei über 30% der Oozyten Veränderungen des Zytoplasmas 
festgestellt werden. Dabei traten überwiegend Schäden auf, die sich als partieller Kollaps und 
Schrumpfung darstellten. Die Farbe des Zytoplasamas zeigte sich inhomogen, mit dunklen 
Bereichen sowie ausgeprägter Granulierung. Der perivitelline Spalt war unregelmäßig verbreitert, 
20% der Eizellen verloren ihre runde Form und zeigten sich nun in ovaler bis ellipsoider Gestalt. 











          Abb. 8: Degenerierte GV-Oozyten,                                         Abb.9: GV-Oozyte mit  
Übersicht bei 100facher Vergrößerung                                   Zonabruch und Schrumpfung             
                                                                                                des Zytoplasmas 
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4.2.2 Versuche zur Vitrifikation maturer Oozyten 
4.2.2.1 Versuche zur aseptischen Vitrifikation 
Die untersuchte Methode war das aseptische Vitrifikationsverfahren mit Verpackung des OPS in 
einem 0,5 ml Plastikstraw und Verschluss. Die Methode beinhaltete ein dreistufiges 
Äquilibrierungsverfahren. Als Medium wurde in allen Versuchen D+E verwendet. 
Tab. 17: Wiederfindungs-, Überlebensraten, Teilungsraten und Blastozystenraten nach aseptischer 
Vitrifikation von MII-Oozyten in Medium D+E ohne Spermien-Eizellen-Kokultur und der 
Kontrollen mit IVF 
Stadium N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
MII 2* 94,0 83,0 0,0b 0,0b
Kontrolle 2* 83,0a 41,0a  
*zwei Durchgänge mit je 50 Oozyten 
Spalten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich statistisch signifikant (p≤0,05) 
N: Anzahl der Wiederholungen pro Versuch 
WR: Anzahl der Oozyten nach Auftauen bezogen auf vitrifizierte Eizellen 
ÜR: Anzahl morphologisch intakter Oozyten bezogen auf vitrifizierte Eizellen 
TR: Anzahl geteilter Oozyten bezogen auf überlebende Eizellen 
BR: Anzahl Blastozysten bezogen auf überlebende Eizellen 
Nach Vitrifikation mittels aseptischer Methode und ohne folgende Spermien-Eizellen-Kokultur 
konnte keine einzige Teilung beobachtet werden. Die Oozyten der Kontrolle hingegen zeigten eine 
übliche Entwicklung in der IVF/IVP. 
Tab. 18: Wiederfindungs-, Überlebensraten, Teilungsraten und Blastozystenraten nach aseptischer 
Vitrifikation von MII-Oozyten in Medium D+E und folgender IVF und Kultur sowie der 
Kontrollen 
Stadium N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
MII 6* 91,7 77,1 52,3b 4,3b
Kontrolle 6* 82,1a 41,0a  
*pro Versuch sechs Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Die aseptische Vitrifikation von bovinen MII-Oozyten führte zur zeitgerechten Teilung zum 
Zweizellstadium von über 50% der konservierten Eizellen. Zudem konnte die Entwicklung von 
 76
Blastozysten, die sich morphologisch nicht von Kontrollen unterschieden, beobachtet werden. TR 
und BR waren jedoch statistisch signifikant niedriger als bei den Kontrolloozyten. 
Die Entwicklungsraten (WR, ÜR, TR, BR) von maturen Kumulus-Oozyten-Komplexen (KOKs), 
partiell denudierten maturen Oozyten (MII Oozyten) und GV-Oozyten nach aseptischer 
Vitrifikation sowie der Kontrollen zeigt Tab. 19. 
Tab. 19: IVF und Kultur nach aseptischer Vitrifikation in Medium D+E und 
Titrationsausverdünnung verschiedener Eizellstadien 
Stadien N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
MII Oozyten 6* 91,7a 77,2a 52,3c 4,3b
KOKs 3* 87,7a 67,1b 25,2b 0,7b
GV Oozyten 3* 91,0a 82,1a 16,7b 0,0c
Kontrolle 12* 79,6a 38,9a  
*pro Versuch mind. drei Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Die Teilungsrate nach Vitrifikation von GV-Oozyten war am niedrigsten von allen untersuchten 
Eizellstadien. Sie war signifikant geringer als bei den Kontrollen und ebenfalls signifikant geringer 
als bei maturen, partiell denudierten Oozyten. Statistisch unterschied sie sich jedoch nicht von 
Teilungsraten, die unter Verwendung von KOKs erzielt werden konnten. Blastozysten konnten bei 
Verwendung partiell denudierter Oozyten bzw. auch nach Vitrifikation von KOKs erreicht werden, 
wobei die erzielten Blastozystenraten bei beiden Stadien weit unter den Kontrollen lagen, sich 
jedoch innerhalb der beiden Vitrifikationsgruppen statistisch nicht signifikant verschieden zeigten. 
Es gelang in dieser Arbeit nicht, nach Vitrifikation von immaturen Eizellen die Entwicklung zur 
Blastozyste zu vollziehen. Die Wiederfindungsrate von 87,7% und Überlebensrate von 67,1% 
waren in der KOK-Gruppe geringer als bei partiell denudierten Oozyten und GV-Stadien im selben 
Verfahren. Verantwortlich dafür schien die Klebrigkeit der bereits expandierten Kumuluszellen 
nach Vitrifikation zu sein, die KOKs blieben dadurch vermehrt in der Pipette und in den OPS 
hängen. Die Handhabung von partiell denudierten Oozyten war einfacher, durch den geringeren 
Anteil an Kumuluszellen im Verband. Die Oozyten klebten weniger in den Pipetten, und die 
Kumuluszellen blieben auch nach Vitrifikation größtenteils fest an die Oozyten gebunden.  
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Tab. 20: IVF und Kultur (WR, ÜR, TR, BR) nach aseptischer Vitrifikation maturer Rindereizellen 
in Medium D+E, Ausverdünnung in Einzelschritten (0,5mol Sukrose, 0,25mol Sukrose, 0,125mol 
Sukrose und 0,06mol Sukrose für jeweils 2 Minuten) und Titrationsmethode sowie der Kontrollen 
Dilutions-
methode N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
Titrations-
methode 6* 91,7a 77,2a 52,3c 4,3c
stufenweises
Ausverdünnen 6* 96,6a 74,6a 33,4b 1,1b
Kontrolle 6* 81,9a 37,4a  
*pro Versuch sechs Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Sowohl Teilungsraten als auch Blastozystenraten waren bei Titrationsausverdünnung signifikant 
höher als nach Vitrifikation und stufenweiser Ausverdünnung. Die Entwicklungsraten beider 
Verfahren zeigten sich signifikant niedriger als bei den Kontrollen. Keinen Unterschied gab es 
zwischen den Wiederfindungs- und Überlebensraten nach Vitrifikation.  
Tab. 21: IVF und Kultur (WR, ÜR, TR, BR) nach Vitrifikation maturer Rindereizellen mit 3-
stufiger Äquilibrierung unter Verwendung hoher (OPS) und niedriger (aseptisch) Kühlraten. 
sowie der Kontrollen 
Kühlrate N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
aseptisch 6* 91,7a 77,2a 52,3c 4,3b
OPS 4* 94,4a 77,4a 40,0b 5,6b
Kontrolle 10* 81,8a 37,4a  
*pro Versuch mind. vier Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Die WR und ÜR nach Vitrifikation mit hohen und niedrigen Kühlraten unterschied sich nicht. 
Beide Verfahren wirkten sich negativ im Vergleich zur Kontrolle auf die Entwicklungkompetenz 
in-vitro aus, TR und BR waren statistisch signifikant niedriger. Bei Verwendung des aseptischen 
Verfahrens mit niedriger Kühlrate teilten sich signifikant mehr Oozyten nach IVF als bei 
Verwendung hoher Kühlraten. Kein Unterschied zeigte sich jedoch in der Blastozystenrate 
zwischen den beiden Kühlverfahren. 
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4.2.2.2 Versuche zur OPS-Vitrifikation  
Die Vitrifikation fand nur in OPS statt, verwendet wurden für alle Versuche partiell denudierte 
Oozyten (nach vorangegangener 22stündiger Maturation). Als Ausverdünnung wurde nur das 
Titrationsverfahren benützt. Das untersuchte Medium war D+E. 
Tab. 22: OPS-Vitrifikation maturer Rindereizellen mit einstufiger und dreistufiger 
Äquilibrierung, Titrationsausverdünnung und anschließender in-vitro-Fertilisation und Kultur 
(WR, ÜR, TR, BR) sowie der Kontrollen 
Äquilibrierung N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
3-stufig 4* 94,4a 77,4a 40,0c 5,6b
1-stufig 4* 95,6a 83,4a 58,3b 8,1b
Kontrolle 8* 82,6a 31,1a  
*pro Versuch vier Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
WR und ÜR sind bei beiden Verfahren vergleichbar, signifikant höhere Teilungsraten und höhere 
Blastozystenraten wurden nach einstufiger, insgesamt 70 Sekunden dauernder Äquilibrierung 
erzielt. Beide Verfahren wiesen schlechtere Teilungsraten nach in vitro Fertilisierung und Kultur 
auf als die Kontrolloozyten. Die erhaltenen Blastozystenraten nach Fertilisierung waren bei beiden 
Äquilibrierungsmethoden signifikant niedriger als Kontrollblastozystenraten. Die Qualität der mit 
beiden Verfahren produzierten Blastozysten unterschied sich nicht.  
Tab. 23: OPS-Vitrifikation maturer Rindereizellen mit einstufiger und dreistufiger 
Äquilibrierung, Titrationsausverdünnung und anschließender parthenogenetischer Aktivierung 
mit Ca-Ionophor und DMAP (WR, ÜR, TR, BR) sowie der Kontrollen 
Äquilibrierung N WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
dreistufig 4* 91,4a 67,4b 33,2c 6,5c
einstufig 4* 94,0a 81,5a 61,1b 12,5b
Kontrolle 8* 86,0a 49,3a  
*pro Versuch vier Durchgänge mit je ≥ 50 Oozyten 
Teilungsraten und Blastozystenraten waren bei beiden Äquilibrierungsverfahren nach Aktivierung 
statistisch signifikant niedriger als bei der Kontrolle. Die einstufige Methode zeigte aber sowohl 
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signifikant höhere Teilungs- wie auch Blastozystenraten als bei dreistufiger Äquilibrierung. Eine 
ebenfalls signifikante Abweichung ergab sich in der Überlebensrate nach dreistufiger 
Äquilibrierung. 
Tab. 24: Vergleich der Entwicklungsraten (WR, ÜR, TR, BR) durch IVF oder parthenogenetischer 
Aktivierung mittels Ca-Ionophor und DMAP nach Vitrifikation maturer Rindereizellen mit 
dreistufiger Äquilibrierung sowie der Kontrollen 
Äquilibrierung Kultur WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
dreistufig IVF 94,4a 77,4b 40,0b 5,6b
dreistufig Aktivierung 91,4a 67,4a 33,2b 6,6b
Kontrolle 84,5a 36,7a  
Die Entwicklungsraten innerhalb der dreistufigen Äquilibrierungsgruppe unterschieden sich nicht, 
waren aber signifikant niedriger als die Kontrollen. Deutlich mehr Eizellen des 
Aktivierungsversuches zeigten morphologisch feststellbare Degenerationen nach Konservierung 
und damit eine geringere Überlebensrate. 
Tab. 25: Vergleich der Entwicklungsraten (WR, ÜR, TR, BR) durch IVF oder parthenogenetische 
Aktivierung nach Vitrifikation maturer Rindereizellen mit einstufiger Äquilibrierung sowie der 
Kontrollen 
Äquilibrierung Kultur WR (%) ÜR (%) TR (%) BR (%)
einstufig IVF 95,6a 83,4a 58,3b 8,1b
einstufig Aktivierung 94,0a 81,5a 61,1b 12,5b
Kontrolle 83,5a 40,1a  
Wiederfindungs- und Überlebensraten waren vergleichbar. Die Entwicklungsergebnisse durch 
Aktivierung und Fertilisierung innerhalb der einstufigen Äquilibrierungsgruppe unterschieden sich 
nicht signifikant. 
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4.2.2.3 Morphologische Beurteilung maturer Oozyten nach Vitrifikation 
Mature Oozyten zeigten sich in einem Anteil von ~30% stark verändert und wurden aufgrund ihres 
morphologischen Erscheinungsbildes für nicht vital befunden. Diese Veränderungen betrafen 
einerseits das Zytoplasma, andererseits die Kumuluszellen. Der perivitelline Spalt zeigte sich 
verbreitert, das Zytoplasma degenerierter Eizellen schien geschrumpft und teilweise farblich 
verändert. Dunkle, wolkige Bereiche wurden als Anzeichen der Degeneration gewertet. Der Grad 
der Schädigung variierte, als absolut nicht entwicklungsfähig zeigten sich Eizellen, die eine starke 
Schrumpfung und Granulierung des Zytoplasmas aufwiesen. Zirka 20% der betroffenen Eizellen 
zeigten diese Veränderungen, wohingegen bis zu 50% der gesamten Eizellen ein helles und 
geringfügig blasig aussehendes Zytoplasma aufwiesen. Ein blasig helles Zytoplasma widersprach in 
dieser Untersuchung nicht der erhaltenen Entwicklungsfähigkeit, jedoch wurde mit Verstärkung 
dieser Zytoplasmaveränderung einhergehend beobachtet, dass randständiges Zytoplasma einen 
unter dem Lichtmikroskop welligen Charakter annahm. Dies könnte auf eine Beschädigung der 
Zellmembran hinweisen. 
Zonarupturen und Formveränderungen der Zona pellucida mit Abweichungen zur ovalen 
Form traten nur vereinzelt auf (5%), ebenso wurde die Abschnürung von Vesikeln aus dem 
Zytoplasma bei intakter Zona beobachtet, die einer beginnenden Teilung ähnlich sah.  
Die Veränderungen an den Kumuluszellen waren stark stadiumabhängig. Nach Vitrifikation von 
Kumulus-Oozyten-Komplexen hatte der Cumulus eine schleimig-klebrige Konsistenz erlangt. Eine 
teilweise Ablösung von der Eizelle kam zu 30% vor und wurde durch das mehrmalige Pipettieren 
während des Ausblasens aus dem OPS noch verstärkt. Zu ~5% waren die Kumuluszellen völlig von 
der Eizelle abgelöst, der Zellverband erschien aufgelockert, die Farbe der Kumuluszellen verändert. 
Lokale, dunkle Bereiche oder aber eine schwarze Tüpfelung konnten in ca. 10% der Fälle gesehen 
werden. Der Cumulus partiell denudierter Eizellen war morphologisch weniger stark verändert. Nur 










Abb. 10: Helles, blasiges Zytoplasma nicht degeneriert (re.) und degeneriert mit welligem 














Abb. 11: Zonabruch, mature Rindereizelle (KOK)                  Abb. 12: Zytoplasmabschnürungen, 
nach aseptischer Vitrifikation, 200fache Vergrößerung           mature Rindereizelle nach 
    aseptischer Vitrifikation, 














Abb. 13: Schrumpfung des Zytoplasmas, mature Rindereizelle nach aseptischer Vitrifikation, 














Abb. 14: Multiple Abschnürung des Zytoplasmas, mature Rindereizelle nach aseptischer 




Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss verschiedenster methodischer Parameter bei 
der Kryokonservierung boviner Eizellen mittels OPS-Vitrifikation zu untersuchen, der Schwerpunkt 
lag dabei auf der Prüfung der Anwendbarkeit eines aseptischen Gefrierprozesses an Rinderoozyten.  
Als Verfahren wurde die Vitrifikation gewählt, weil damit eine Gefriermethode zur 
Verfügung steht, die im Unterschied zum konventionellen Gefrierverfahren besser an die speziellen 
Bedürfnisse von Eizellen, besonders der kälteempfindlichen Spezies wie dem Rind, angepasst 
erscheint (MASSIP 2003). Des weiteren empfiehlt sich die einfache Handhabung, die Schnelligkeit 
des Arbeitsvorganges und der Verzicht auf teure Geräte (VAJTA 2000). Trotzdem ist der 
physikalische Vorgang der Vitrifikation des biologischen Materials in der Gefrierlösung nicht 
alleine Garant für den Erfolg der Kryopräservation (SHAW u. JONES 2003). Vielmehr erscheint 
das perfekt abgestimmte Zusammenspiel aller Parameter, die die Überlebensfähigkeit von Eizellen 
während des Gefriervorganges beeinflussen, den Schlüssel zum Erfolg darzustellen (VAJTA 2000, 
MASSIP 2003, SHAW u. JONES 2003). 
5.1 Aseptisches Verfahren 
Sehr hohe Kühlraten (>3000°C/Min) und die Verwendung von kleinsten Probenvolumina (MDS) 
zeigten sich gemäß der Literatur einer erfolgreiche Vitrifikation von Eizellen zuträglich 
(MARTINO et al. 1996b, ARAV u. ZERON 1997). Die dazu verwendeten Methoden beruhen 
jedoch auf kompliziert durchzuführenden Techniken wie der Anwendung von Metallgittern, 
Cryoloops und Nylonnetzen oder der einfachen Abkühlung des biologischen Materials in 
Tropfenform ohne Behälter (MARTINO et al. 1996b, DINNYES et al. 2000, PAPIS et al. 2000, 
MATSUMOTO et al. 2001, MAVRIDES u. MORROLL 2002). Beide Vorgehensweisen erscheinen 
problembehaftet: Kühlung in Tropfen ohne Gefrierbehälter bedingt zwar einen großflächigen 
Kontakt der Probe mit Stickstoff und garantiert so eine schnelle und durch „boiling off“ 
uneingeschränkte Kühlung, aber das biologische Material muss zur Lagerung weiter verpackt 
werden, wozu Arbeiten mit gekühlten Pinzetten im Stickstoffdampf nötig sind. Die Handhabung der 
kleinvolumigen Probe (4µl) gestaltet sich schwierig und kann sehr leicht zu 
Temperaturschwankungen in der Probe führen. Zusätzlich ist eine direkte Kennzeichnung der 
jeweiligen Probe nicht möglich. Bei Anwendung von EM-Gittern und Cryoloops ist besonders das 
Auftragen der Proben auf die Kühlbehälter anspruchsvoll, zur Langzeitlagerung müssen auch hier 
wieder zusätzliche Gefrierbehälter eingesetzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde daher das 
Verfahren der OPS-Vitrifikation als Ausgangspunkt für das Kühlverfahren gewählt. Diese Methode 
 84
birgt den Vorteil, dass zwar hohe Kühlraten verwendet werden können, die Durchführung und 
Anwendung der OPS aber einfach und unkompliziert im Verfahren ist. Bei der OPS-Vitrifikation 
wird ein kleinstes Probenvolumen (2µl) einfach und schnell durch Kapillarwirkung in einen straw 
aufgezogen und in Stickstoff versenkt (VAJTA et al. 1998a). Im Vergleich zu herkömmlichen 
Plastikpailletten bleibt die Thermoinsulation durch die geringere Wandstärke der OPS relativ 
niedrig. Die open pulled straws können beschriftet, technisch unkompliziert selbst hergestellt und 
ohne weitere Arbeitsschritte im N2 gelagert werden. 
Ein grundsätzliches Problem stellte sich jedoch bei allen Verfahren: Durch das direkte 
Versenken der Probe in den flüssigen Stickstoff kommt es bei jeder der angewandten Methoden zu 
einem direkten Kontakt zwischen dem biologischen Material und dem Stickstoff (ARAV u. 
ZERON 1997, VAJTA et al. 1998a, DINNYES et al. 2000, ASADA et al. 2002). Dies birgt die 
Gefahr der Kontamination der Proben mit pathogenen Keimen (FOUNTAIN et al. 1997, 
BIELANSKY et al. 2000). Um dieses Risiko so gering wie möglich zu halten, wurden die Proben in 
gefiltertem Stickstoff vitrifiziert, zusätzliche Gefrierbehälter zur Lagerung eingeführt, oder die 
Proben in einem separaten Lagerungscontainer gehalten (VAJTA et al. 1998b, MATSUMOTO et 
al. 2001). Zwar stellen diese methodischen Adaptionen einen relativ hohen Schutz gegen 
Folgekontaminationen dar, der Vitrifikationsschritt selbst erfolgt aber immer direkt im Stickstoff, 
und so sind diese Verfahren nicht ausreichend sicher. Für einen zukünftigen, unbeschränkten 
Verkehr von kryokonservierten Oozyten und Embryonen scheint es unabdingbar, eine 
kontaminationssichere Methode zu entwickeln. Gesucht wurde eine Möglichkeit auf der Grundlage 
der OPS-Vitrifikation völlig steril zu arbeiten, ohne aber aufwendige und komplizierte Schritte 
durchzuführen. Die direkte Verpackung der Probe in einem zweiten straw vor dem Versenken in 
Stickstoff erschien dafür geeignet (KULESHOVA u. SHAW 2000, ISACHENKO et al. 2005). In 
den Untersuchungen dieser Arbeit ließ sich die Durchführung der Verpackung des OPS in einem 
0,5 ml Plastikstraw ohne Probleme in den Arbeitsablauf integrieren. Der French straw wurde dabei 
vor Arbeitsbeginn an einer Seite durch Verschweißen, an der anderen Seite nach Aufnahme des 
OPS durch eine Metallkugel verschlossen. Der zeitliche Aufwand des Verschließens mit einer 
Kugel war gering und verlängerte den Vitrifikationsschritt nur um wenige Sekunden. Die Probe 
hatte dadurch zu keiner Zeit direkten Kontakt mit Stickstoff. So konnte eine Kontamination sicher 
ausgeschlossen werden (BIELANSKY et al. 2000). Ein weiterer Vorteil der Methode war die 
Möglichkeit der direkten Kennzeichnung jeder einzelnen Probe und damit ein Verhindern der 
Verwechslung des Probeninhalts im Lagerungscontainer. 
Das Verwenden von geringeren Kühlraten ist die Einschränkung des Verfahrens 
(KULESHOVA u. SHAW 2000, ISACHENKO et al. 2005). Jedoch schlossen RALL und 
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WOOD (1994) aus ihren Untersuchungen, dass eine Erwärmung der Probe mit ausreichender 
Geschwindigkeit größeren Einfluss auf das Überleben nach Vitrifikation hat, als die Anwendung 
hoher Kühlraten. Die mittels aseptischer Vitrifikation erzielbaren Kühlraten betragen nur 
~200°C/Min, doch konnten bei Verwendung hoher Erwärmungsraten von 20 000°C/Min gleich 
gute Ergebnisse nach Vitrifikation humaner Pronuklearoozyten erreicht werden, wie bei 
konventioneller OPS-Vitrifikation (ISACHENKO et al. 2005). Diese Arbeit sollte die Anwendung 
des aseptischen OPS-Verfahrens erstmals an bovinen Eizellen untersuchen. 
Im Vergleich zu konventionellen Methoden der OPS-Vitrifikation boviner Oozyten in 
Medium D+E waren die in dieser Arbeit gewählten CPA-Konzentrationen der Kryomedien für die 
aseptische OPS-Vitrifikation als gleich hoch konzentriert anzusetzen. Sehr hohe Abkühlraten und 
geringes Probenvolumen verringern die Wahrscheinlichkeit der Bildung von Eiskristallen (WOLFE 
u. BRYANT 1999), ausreichend hohe intrazelluläre CPA-Konzentrationen sind für die 
Viskositätserhöhung und folglich die Vitrifikation nötig (FAHY et al. 1984). Daher wurden in 
dieser Arbeit zur aseptischen Vitrifikation die Äquilibrierungszeiten länger gewählt, um eine 
Glasbildung auch mit niedrigeren Kühlraten zu gewährleisten. Eine Steuerung der intrazellulären 
CPA-Konzentration ist neben der Inkubationszeit durch stufenweises Zufügen der kryoprotektiven 
Substanzen zur Probe möglich (RALL 1987). Ein Äquilibrierungsverfahren mit drei Schritten 
wurde gewählt, jeder Schritt umfasste dabei maximal 1 Minute, und der Konzentrationsanstieg in 
den Äquilibrierungsmedien war langsamer als bei den in der Literatur beschriebenen Verfahren. 
Auch der Vitrifikationsschritt dauerte maximal 1 Minute. Das ist deutlich länger als bei 
vergleichbaren, angewandten Methoden (VAJTA et al. 1998a, LI et al. 2002, MEN et al. 2002, 
ALBARRACIN et al. 2005). In der Literatur finden sich jedoch keine Untersuchungen zu 
unterschiedlichen Zeit- und Konzentrationsschemata in verwendeten Äquilibrierungsverfahren für 
die OPS-Vitrifikation boviner Eizellen in Medium D+E (20% DMSO + 20% EG). 
Die Darstellung der Teilungs- und Blastozystenrate nach Vitrifikation immaturer Eizellen mit 
niedrigen Kühlraten und anschließender Fertilisierung und Kultur in-vitro zeigte, dass das in dieser 
Arbeit angewandte aseptische Verfahren zur Kryokonservierung von GV-Oozyten weniger gut 
geeignet erschien. Medienunabhängig konnten sich zwar ca. 13-16% der Oozyten über das Zwei-
Zellstadium hinaus entwickeln, aber keine einzige Blastozyste ergab sich aus über 300 vitrifizierten 
Oozyten. 
Für die Vitrifikation maturer Rindereizellen erwies sich das aseptische Verfahren als 
grundsätzlich geeignet, es konnten Teilungsraten von 52,3% erzielt werden, die vergleichbar zu in 
der Literatur angegebenen TR aus konventionellen OPS-Vitrifikationsverfahren waren. Die 
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Blastozystenrate von 4,3% aus dieser Untersuchung war jedoch geringer als in der Literatur 
beschrieben (MEN et al. 2002). Entwicklungsraten nach Vitifikation in allen im Rahmen dieser 
Arbeit durchgeführten Untersuchungen blieben weit unter den Ergebnissen der Kontrollen. 
5.2 Kühlrate  
Ein direkter Vergleich der Auswirkung der Kühlrate auf Überleben und Entwicklung nach 
Vitrifikation durch die Anwendung des aseptischen Verfahrens und der OPS-Vitrifikation mit 
einem identischen (3-stufigen) Äquilibrierungs- und Dilutionsschema bei immaturen und maturen 
Rinderoozyten zeigte in dieser Untersuchung im Vergleich zu den Kontrollen für beide Verfahren 
signifikant schlechtere Entwicklungen nach IVF und Kultur.  
Grundsätzlich basiert die Entwicklungskompetenz der Rindereizelle auf ihrer intrinsischen 
Qualität und wird durch den Ablauf der in-vitro-Produktion beeinflusst (LONERGAN et al. 2003, 
MERTON et al. 2003). Da die gewählten äußeren Faktoren (Auswahlkriterien der für Versuche und 
Kontrolle verwendeten Eizellen, Medien und Kulturbedingungen) sowohl für Kontrollen als auch 
Versuchseizellen konstant blieben, muss die geringere Entwicklung vitrifizierter Eizellen in dieser 
Arbeit alleine dem Konservierungsverfahren zugeschrieben werden. Die Schäden, die durch den 
Kühlvorgang selbst am biologischen Material verursacht werden, setzen sich aus der Bildung 
intrazellulärer Eiskristalle und der Einwirkung subphysiologischer Temperaturen auf kältesensible 
Bestandteile der Eizelle zusammen (SHAW u. JONES 2003). Lässt man den Einfluss der 
Kryoprotektoren bei den verwendeten Gefrierverfahren unbeachtet, wurde der Zusammenhang 
zwischen Überleben von Zellen und der Kühlrate in Form einer ∧-förmigen Kurve dargestellt 
(MAZUR 1980). Das Sinken der Überlebensrate nach schneller Abkühlung wird durch den hohen 
intrazellulären Wassergehalt verursacht, dies führt zur Bildung intrazellulärer Eiskristalle und zum 
Zelltod. Weitere Untersuchungen zeigten jedoch, dass bei Verwendung noch höherer Kühlraten 
(107°C/Min) sogar Wasser ohne Eisbildung vitrifiziert werden konnte (RALL 1987). Die Zeit des 
Abkühlvorgangs reicht somit bei genügend schneller Kühlung nicht aus, um zu einer ausgeprägten 
Nukleation und folgender Eiskristallbildung zu führen (WOLFE u. BRYANT 1999). Zudem 
bewirken ultraschnelle Kühlraten, wie sie auch bei der OPS-Vitrifikation verwendet werden, dass 
der kritische Temperaturbereich zwischen 15°C und -5°C sehr schnell durchlaufen wird 
(MARTINO et al. 1996b). Beim Erwärmen wiederum reicht die kurze Zeitspanne nicht aus, um zur 
Devitrifikation zu führen (SHAW u. JONES 2003). Je höher also die Kühlrate gewählt wird, desto 
geringere Konzentrationen an CPAs sind nötig, um die Zelle ausreichend zu schützen.  
In dieser Arbeit konnte für unreife Eizellen weder mit hohen (OPS-Vitrifikation) noch mit 
niedrigen (aseptische Vitrifikation) Kühlraten eine Weiterentwicklung zur Blastozyste beobachtet 
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werden. Da in keiner der Proben eine Trübung der Vitrifikationssäule beobachtet wurde, scheint der 
Grund der Beeinträchtigung der Entwicklungskompetenz nicht in einer Kristallisation zu liegen. 
Zwar könnten nicht erkennbar kleine Kristalle entstanden sein, aber die hohe 
Erwärmungsgeschwindigkeit sollte eine Aggregation und damit gravierende mechanische Schäden 
verhindern (WOLFE u. BRYANT 1999). Die erreichten Teilungsraten mit Medium D+E 
unterschieden sich nicht signifikant, unabhängig von der verwendeten Kühlrate. Eine Schädigung 
der Zellorganellen durch den längeren Verbleib des Materials in der kritischen Temperaturzone 
während des langsameren Abkühlens bei der aseptischen Vitrifikation scheint damit nicht die 
alleinige Ursache für die geringere Entwicklungskompetenz darzustellen. Der Prozentsatz der zur 
Teilung befähigten Oozyten war bei Verwendung niedriger Kühlraten für beide Medien 
vergleichbar. Für das Medium EG konnte jedoch bei der Anwendung hoher Kühlraten eine 
signifikant bessere Teilungsrate von 25% (im Vergleich zu ~13% bei aseptischem Verfahren) 
erreicht werden, was impliziert, dass die schnelle Kühlung in diesem Verfahren andere 
einflussnehmende Parameter (zu geringe Penetration mit CPA) abgeschwächt oder verbessert haben 
könnte. In der Literatur beschrieben sind nach Vitrifikation mit hohen Kühlraten und Verwendung 
derselben Medien bei GV-Oozyten Teilungsraten bis zu 64% und BR bis zu 13%, aber mit deutlich 
abweichenden Äquilibrierungszeiten (MATSUMOTO et al. 2001, VIEIRA et al. 2002, ABE et 
al. 2005). Die Dauer der Äquilibrierung und Vitrifikation und damit toxische/osmotische Schäden 
durch das Vitrifikationsmedium oder aber auch eine unzureichende intrazelluläre Konzentration an 
Kryoprotektoren und so ein unzureichender Gefrierschutz könnten daher der Grund für die 
schlechten Ergebnisse bei GV-Oozyten in dieser Arbeit zu sein.  
Der Vergleich zwischen hohen und niedrigen Kühlraten bei Verwendung maturer Eizellen 
wird in Tab. 21 des Ergebnisteils dargestellt. Nicht hinreichend erklärt werden kann die Tatsache, 
dass in dieser Untersuchung die Teilungsrate nach langsamer Vitrifikation höher war, als bei 
Verwendung ultraschnellen Abkühlens. Zwar müssen zum Erreichen guter Entwicklungsergebnisse 
höhere intrazelluläre CPA-Konzentrationen bei Anwendung langsamerer Kühlraten verwendet 
werden, der Umkehrschluss erscheint aber nicht zulässig, da mit Erhöhung der Konzentration auch 
schädigende Einflüsse der CPAs zum Tragen kommen. Die niedrigere Kühlrate scheint jedoch unter 
Beibehaltung der schnellen Erwärmungsgeschwindigkeit von 20 000°C/Min keine negativen 
Auswirkungen auf die Gefrierfähigkeit maturer, boviner Eizellen zu haben. Die in dieser Arbeit 
erreichten durchschnittlichen Teilungsraten (~40%) nach OPS-Vitrifikation stimmten mit den in der 
Literatur beschriebenen Entwicklungsraten (TR von 27,5-60%) überein, die Anzahl der 
produzierten Blastozysten (BR: 5,6%) wich jedoch von den Ergebnissen ab, die durch 
konventionelle OPS-Verfahren erzielt werden konnten. VAJTA et al. (1998a) verwendeten einen 
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Äquilibrierungsschritt von 45 Sekunden und einen Vitrifikationsschritt von ~25 Sekunden und 
erzielten eine Blastozystenrate von 13-25% nach OPS-Vitrifikation. Dieselbe Methodik führte in 
den Untersuchungen von drei weiteren Autoren zu stark variierenden TR von 58%, 38% bzw. 
27,5% und dementsprechend zu BR von 8,4%, 12,5% und 2,5% (LI et al. 2002, MEN et al. 2002, 
ALBARRACIN et al. 2005). Die Autoren verwendeten zwar unterschiedliche 
Kultivierungsbedingungen nach Fertilisation (Medium mit Granulosazelllayer, SOFaa oder CR1aa), 
aber das scheint nicht der Grund für die unterschiedliche Entwicklungsfähigkeit nach Vitrifikation 
zu sein. RIZOS et al. (2001) berichteten von verbesserten Entwicklungsraten vitrifizierter boviner 
Blastozysten nach Kultur in TCM-199 mit Granulosazelllayer. Nach Vitrifikation boviner Oozyten 
und Kultur unter diesen Bedingungen wurden jedoch im Vergleich die niedrigsten 
Entwicklungsraten erzielt (ALBARRACIN et al. 2005). LI et al. (2002) verwiesen auf eine 
rassespezifisch geringere Entwicklungsfähigkeit des verwendeten Materials. Die intrinsische 
Qualität des Ausgangsmaterials und damit die individuelle Kryotoleranz der bovinen Eizelle könnte 
somit einen Grund für diese großen Unterschiede darstellen (MASSIP 2003).  
5.3 Äquilibrierung  
In der vorliegenden Arbeit wurde angenommen, dass eine höhere intrazelluläre CPA-Konzentration 
zur aseptischen Vitrifikation nötig sei, daher wurde ein Äquilibrierungsverfahren mit drei Stufen 
verwendet. Untersuchungen zur Äquilibrierung in Medium D+E bei OPS-Vitrifikation konnten in 
der Literatur nicht festgestellt werden. DHALI et al. (2000) beschrieben jedoch für die Vitrifikation 
in 0,25ml straws (Kühlraten von ~2000°C/Min), dass eine dreiminütige Inkubation in Medium D+E 
im Vergleich zu einer einminütigen Äquilibrierung von Vorteil war. Die Gesamtdauer des 
Äquilibriervorganges im Rahmen der vorliegenden Arbeit umfasste ebenso ~3 Minuten. Dabei 
waren die verwendeten Konzentrationen der Äquilibrierungsmedien mit jeweils 4% D+E, 6,6% 
D+E und 10% D+E relativ gering. CHIAN et al. (2004) äquilibrierten bovine mature Eizellen in 
einem Medium der Konzentration 7,5% D+E über 5 Minuten, dies wurde toleriert und man erhielt 
TR von 68%. Die Inkubation von Eizellen zur Vitrifikation in 4% EG über 15 Minuten erbrachte 
TR von 60% und BR von 20% (DINNYES et al. 2000). Das dreistufige Äquilibrierverfahren zeigte 
sich in dieser Untersuchung sowohl zur aseptischen als auch zur konventionellen OPS-Vitrifikation 
boviner reifer Eizellen geeignet. 
Um den Einfluss der Äquilibrierung auf die Entwicklungsfähigkeit nach Vitrifikation 
unabhängig von der Kühlrate zu sehen, wurden in dieser Arbeit zur OPS-Vitrifikation sowohl das in 
der Literatur von VAJTA et al. (1998a) beschriebene einstufige Äquilibrierungsverfahren als auch 
das Verfahren in drei Schritten eingesetzt. Ein Vergleich der beiden Verfahren (siehe 4. Ergebnisse, 
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Tab. 22) ergab deutlich höhere Teilungsraten mit einstufiger Äquilibrierung (insgesamt kürzere 
Inkubationsdauer) und vergleichbare Blastozystenraten beider Methoden bei anschließender in-
vitro-Fertilisation. Die Überlebensraten nach Vitrifikation hingegen unterschieden sich nicht. 
Jedoch waren die Entwicklungsraten nach Vitrifikation mit beiden Äquilibrierungsmethoden weit 
unter den Ergebnissen aus den Kontrollen. Zusätzlich blieben auch bei der Anwendung der von 
VAJTA et al. (1998a) beschriebenen konventionellen OPS-Methode die Entwicklungsraten, die in 
dieser Arbeit erzielt wurden, teilweise unter den von den Genannten beschriebenen Resultaten. Ein 
Vergleich der beiden Äquilibrierungsmethoden bei OPS-Vitrifikation und anschließender 
parthenogenetischer Aktivierung mit Ca-Ionophor und DMAP verdeutlichte den schädigenden 
Einfluss der Äquilibrierung im dreistufigen Verfahren (siehe 4. Ergebnisse, Tab. 23). Hier ergaben 
sich für das einstufige Verfahren deutlich bessere Teilungs- und Blastozystenraten nach 
Vitrifikation, und auch die Überlebensrate war nach kürzerer Inkubation höher. Jedoch blieben auch 
in diesem Versuch die Entwicklungsraten im Vergleich zur Kontrolle deutlich geringer.  
Ein bestimmter Gehalt an intrazellulär vorhandenem Kryoprotektivum ist für eine 
erfolgreiche Vitrifikation von Zellen nötig (FAHY et al. 1984). Konzentrationen, die über das 
optimale Maß hinausgehen, begünstigen toxische und osmotische Schäden durch CPAs 
(RALL 1987). Um diese Schäden zu minimieren, existieren zwei anerkannte Maßnahmen: Das 
stufenweise Zusetzen der CPAs in Äquilibrierungsmedien mit geringer Konzentration und sehr 
kurze Inkubationszeiten im Vitrifikationsmedium selbst (RALL 1987). Das Kryoprotektivum 
DMSO penetriert die Zellmembran von Rinderoozyten schneller als EG und ist überdies toxischer 
(AGCA et al. 1998, SHAW et al. 2000). Daher scheint die kürzere Inkubation während der 
einstufigen Äquilibrierung deutlich günstiger für das Überleben und die Entwicklungsfähigkeit von 
Rindereizellen zu sein. Zwar macht die länger dauernde dreistufige Äquilibrierung die in vitro-
Entwicklung bis zur Blastozyste nicht unmöglich, aber bei Verwendung hoher Kühlraten reichen 
geringere und weniger belastende intrazelluläre CPA-Konzentrationen aus. Allerdings konnte aus 
den Versuchen dieser Arbeit kein Rückschluss gezogen werden, ob dies auch bei Verwendung 
niedriger Kühlraten im Rahmen der aseptischen Vitrifikation der Fall wäre. 
Bei humanen und murinen Eizellen wurde eine kälteinduzierte Aktivierung beschrieben 
(BERNARD u. FULLER 1996). Ebenso sahen WU et al. (1999) die parthenogenetische 
Entwicklung unreifer Rindereizellen durch Kühlung auf 0°C. Das Kryoprotektivum PROH führt bei 
Mäusen zur ungeschlechtlichen Aktivierung (SHAW u. TROUNSON 1994). Eine 
parthenogenetische Aktivierung von maturen Rindereizellen durch die Vitrifikation bzw. das 
Vitrifikationsmedium selbst wurde ausgeschlossen (DINNYES et al. 2000). Um dies für das 
Medium D+E und das in dieser Arbeit gewählte Äquilibrierungsverfahren zu prüfen, wurde ein 
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Parthenogeneseversuch durchgeführt. Keine der vitrifizierten Eizellen ohne in-vitro-Fertilisierung 
oder künstliche Aktivierung teilte sich. Dieses Ergebnis gewährleistet, dass die erfolgten 
Aktivierungen der Eizellen in den späteren Versuchen auf dafür nötigen intakten Mechanismen 
beruhten.  
Die Verminderung der Fertilisierbarkeit und Entwicklungskompetenz kryopräservierter 
Eizellen wird multifaktoriell erklärt. Eine Veränderung der Zonareaktion im Sinne einer vorzeitigen 
Exozytose kortikaler Granula und damit die Blockade der Befruchtung boviner Eizellen durch die 
Vitrifikation bzw. auch schon durch die Äquilibrierung im Gefriermedium selbst wurde beschrieben 
(FUKU et al. 1994, 1995, HYTTEL et al. 2000). Veränderungen des meiotischen Spindelapparates, 
DNA-Schäden, Lipid- und Membrankonfigurationsveränderungen und Schädigung der 
zytoplasmatischen Strukturen mit Auswirkung auf adäquate Ca-Signalsetzung nach 
Kryopräservation sind ebenso verantwortlich für schlechtere Entwicklungsraten vitrifizierter 
Eizellen im Vergleich zu unbehandelten Oozyten (AMAN u. PARKS 1994, ARAV et al. 1996, 
SAUNDERS u. PARKS 1999, MEN et al. 2003a, JONES et al. 2004). 
Durch eine parthenogenetische Aktivierung der reifen Rindereizelle mittels Ca-Ionophor und 
DMAP kann die zur Befruchtung notwendige Interaktion des Spermiums mit Zona pellucida und 
Oolemma umgangen und eine Vollendung der zweiten meiotischen Teilung und Beginn der 
Embryonalentwicklung ausgeführt werden (RHO et al. 1998). In Untersuchungen aus der Literatur 
wiesen Vergleiche zwischen IVF und ICSI nach Vitrifikation boviner Eizellen auf eine kryogene 
Zonaschädigung hin, da nach ICSI die Entwicklungsraten vergleichbar zu Entwicklungsraten der 
Kontrolle waren, nach IVF hingegen deutlich geringer (MAVRIDES u. MORROLL 2002). Die in 
dieser Arbeit erhaltenen Entwicklungsraten nach artifizieller Aktivierung waren jedoch nicht 
statistisch signifikant unterschiedlich zu den durch in-vitro-Fertilisation erzielten Teilungs- und 
Blastozystenraten, wenn für beide Entwicklungsverfahren dasselbe Äquilibrierungschema 
angewandt wurde. Als Konsequenz dieser Ergebnisse scheint daher erstens eine direkte Schädigung 
der Eizelle selbst verantwortlich für die im Vergleich zu Kontrolloozyten schlechtere 
Entwicklungsfähigkeit nach Vitrifikation zu sein, zweitens zeigt sich das Ausmaß der Schädigung 
in direktem Verhältnis zur angewandten Äquilibrierungsmethode in dieser Arbeit. Die deutlichere 
Reduktion der Entwicklungskompetenz der Rindereizellen nach dreistufiger Äquilibrierung 
während der induzierten Aktivierung könnte darauf hinweisen, dass die direkten Schäden der 
Eizelle sich stärker kumulativ auswirken. Die dreistufige Äquilibrierung verursacht daher bei 
maturen Rindereizellen eine größere Depression der Entwicklungskompetenz, jedoch konnte im 
Rahmen dieser Arbeit nicht unterschieden werden, ob toxische oder osmotische Vorgänge 
überwiegen und welche Strukturen im Einzelnen geschädigt werden. 
 91
Verbesserungsmöglichkeiten für zukünftige Versuche zur aseptischen Vitrifikation wären 
eine Optimierung des Zeitschemas der Äquilibrierung, zumal bei der Vitrifikation immaturer 
Oozyten weder mit OPS-Vitrifikation noch mit der aseptischen Vitrifikation bei Äquilibrierung in 
drei Stufen Entwicklungen bis zur Blastozyste erreicht werden konnten, obwohl in der Literatur 
beschrieben nach einstufiger Äquilibrierung mit Medium D+E und OPS-Vitrifikation Blastozysten 
produziert und Kälber geboren wurden (VIEIRA et al. 2002). Hier scheint vor allem der 
Vitrifikationsschritt von max. 60 Sekunden als zu lang. In der Literatur angegeben werden Zeiten 
von 25-30 Sekunden (VAJTA et al. 1998a, MEN et al. 2002, VIEIRA et al. 2002). Durch die 
einfache Ausführung der Verpackung des OPS in einem 0,5ml straw erscheint eine Verkürzung des 
Vitrifikationsschrittes auf 30 Sekunden auch praktisch durchführbar. Toxische Schädigungen durch 
dreistufige Äquilibrierung in Medium EG scheinen nicht plausibel. Die bisher höchsten 
Entwicklungsraten nach Vitrifikation mit hohen Kühlraten wurden nach dreistufiger Äquilibrierung 
in 7,5%, 10% und 20% EG über eine Gesamtdauer von 10 Minuten erzielt (ABE et al. 2005). Diese 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass durch das in der eigenen Arbeit verwendete 
Äquilibrierungsschema eine zur Kryoprotektion nicht ausreichende intrazelluläre CPA-
Konzentration erreicht wurde.  
5.4 Dilutionsmethode  
Beim Einbringen der Probe in die Ausverdünnungslösung mit niedrigerer Osmolarität kommt es zu 
einem intrazellulären Wassereinstrom, dessen Geschwindigkeit vom Konzentrationsgefälle und der 
Membranpermeabilität des biologischen Materials abhängig ist (PAYNTER et al. 1999b). Dadurch 
bedingt erfährt die Zelle während der Dilution Volumenveränderungen, die zu mechanischen 
Schäden führen können (MAZUR u. SCHNEIDER 1986). Zur Vermeidung solcher osmotisch 
bedingten Schäden erwiesen sich die Zugabe von Sacchariden ins Ausverdünnungsmedium und die 
Aufteilung der Gesamtkonzentration in einzelne Konzentrationsstufen geeignet (RALL 1987). Die 
Dilution boviner Eizellen wird daher üblicherweise in einem Ausverdünnungsmedium mit 
Saccharidzusatz von 0,5-1 Mol/l durchgeführt (MATSUMOTO et al. 2001, MEN et al. 2002, 
VIEIRA et al. 2002, ABE et al. 2005, ALBARRACIN et al. 2005). Der Einsatz von Trehalose 
führte zu keiner Verbesserung der Teilungsraten nach Vitrifikation von Rindereizellen, im selben 
Verfahren war unter Sukrosezusatz die Bildung von Blastozysten zu beobachten, während diese bei 
Zusatz von Trehalose unterblieb (ABE et al. 2005). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit 
0,5 molare Sukrose im Ausverdünnungsmedium verwendet. 
Die Untersuchungen zur optimalen Anzahl der Stufen des Konzentrationsgradienten für 
Rindereizellen in der Literatur variieren. Reife Eizellen werden üblicherweise in mehreren Schritten 
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ausverdünnt. VAJTA et al. (1998a) verwendeten zwei Schritte, hohe Entwicklungsraten (TR: bis zu 
60% und BR: bis zu 20%) konnten jedoch auch mit drei Schritten und nur mit einem Schritt erreicht 
werden, wobei die Umsetzung der Proben immer in 50%-Schritten relativ zur Ausgangslösung 
durchgeführt wurde (DINNYES et al. 2000, ARAV et al. 2002). Auch liegen Untersuchungen über 
erfolgreiche, direkte Ausverdünnungen boviner maturer Oozyten vor mit erzielten TR von 55% und 
BR von ~14% (PAPIS et al. 2000). Die Membranpermeabilität unreifer Oozyten ist geringer als bei 
maturen Oozyten (AGCA et al. 2000). Für immature Eizellen wurden die besten Ergebnisse nach 
dreistufiger Dilution erhalten (ABE et al. 2005). Darauf basierend wurde für die Ausverdünnung in 
dieser Arbeit angenommen, dass eine schonendere Dilution einerseits durch Erhöhung der Anzahl 
der Konzentrationsschritte auf vier Stufen, andererseits durch eine Verminderung der 
Konzentrationsunterschiede per se erreicht werden könnte. Dazu wurde im Rahmen dieser 
Untersuchungen eine titrationsähnliche Ausverdünnungmethode verwendet. Nach dem Einbringen 
der Probe in das Ausverdünnungsmedium erfolgte kein Umsetzen in die nächste 
Konzentrationsstufe, sondern die Gesamtkonzentration wurde über tropfenweises Zufügen von 
Holding Medium über ein Schlauchsystem kontinuierlich gesenkt. Durch die gleichmäßige 
Durchmischung auf einem geheizten Rüttler sollte überdies der lokale Anstieg der Konzentration 
der ausgeschleusten CPAs im Bereich der Zellen so gering wie möglich gehalten werden. Abb. 15 
skizziert schematisch den intrazellulären Konzentrationsverlauf während einer stufenweisen 
Dilution und der Titrationsausverdünnung. 
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Abb. 15: Konzentrationsverlauf im Vergleich zweier unterschiedlicher Dilutionsmethoden 
Der Zeitrahmen der Erwärmung und Ausverdünnung war bei der Titrationsmethode an die Literatur 
angepasst und dauerte insgesamt 6 Minuten, inklusive der nachfolgenden Waschungen in 
Kulturmedium 11 Minuten. Die Möglichkeit der zeitlichen Kontrolle des Zulaufes von 
Holdingmedium via Kontrolle der Tropfgeschwindigkeit durch den Drehregler des 
Schlauchsystems (Infusionsbesteck) gewährleistete auch hier den reproduzierbaren Ablauf und die 
Einhaltung aller Zeitschemata. Zum Vergleich war der Zeitumfang bei Erwärmung und 
Ausverdünnung in vier Konzentrationsstufen 13 Minuten inklusive Waschen. Vom technischen 
Arbeitsablauf her wurde die Titrationsmethode als deutlich einfacher und unkomplizierter 
empfunden als die stufenweise Methode. Es waren weniger Pipettierschritte nötig, und der Ablauf 
auf dem geheizten Rüttler ermöglichte das Beibehalten physiologischer Temperaturen während des 
gesamten Vorganges, auch war es möglich bis zu sechs Proben (30 Eizellen) gleichzeitig zu 
bearbeiten. Das Titrationssystem ist technisch einfach gehalten. Tropfständer und handelsübliches 
Infusionsbesteck können im Einmalgebrauch verwendet werden und sind in jedem Labor 
vorhanden, was diese Methode allgemein praktisch anwendbar macht. 
Sowohl Teilungsraten als auch Blastozystenraten der vitrifizierten Oozyten nach 
Titrationsausverdünnung waren in dieser Arbeit signifikant höher als bei stufenweiser Dilution. Da 
die Eizellen zuvor mit derselben Methode (aseptisch) und demselben Medium kryokonserviert 
worden waren, wird die bessere Entwicklungsfähigkeit alleine der osmotisch schonenderen 
Dilutionsmethode zugerechnet. Die im Vergleich zu Untersuchungen aus der Literatur und zu den 
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Kontrollen signifikant niedrigeren Entwicklungsraten scheinen auch in diesen Versuchen nicht 
durch die Methode der Ausverdünnung verbesserbar, sondern es ist anzunehmen, dass die 
Schädigung bereits während des Äquilibrierungs- und Kühlvorganges eingetreten ist. 
5.5 Reifestadium der Eizelle  
Ein deutlicher Einfluss des Reifestadiums der vitrifizierten Rindereizellen auf die 
Entwicklungsfähigkeit nach Vitrifikation wurde festgestellt. Die Darstellung des nukleären 
Zustandes der GV-Oozyten nach aseptischer Vitrifikation und Färbung mit Hoechstfarbstoff zeigte 
medienunabhängig eine signifikant schlechtere Maturationsentwicklung im Vergleich zu 
Kontrolleizellen, während die Maturationsrate nach aseptischer Vitrifikation reifer Eizellen nicht 
verändert zu den Kontrolloozyten war. Mehr als die Hälfte der GV-Oozyten konnten sich 
medienunabhängig bis zum Kernstadium MI entwickeln, danach stoppte die Entwicklung. Der 
Anteil völlig degenerierter Eizellen unterschied sich jedoch zwischen GV und MII-Oozyten nicht. 
Weder mit aseptischer noch mit konventioneller OPS-Vitrifikation unreifer Rindereizellen konnten 
in dieser Arbeit Entwicklungen bis zum Blastozystenstadium erreicht werden. GV-Oozyten zeigten 
sich auch in der Literatur als am wenigsten kryotolerant (MEN et al. 2002). Unreife Eizellen waren 
kältesensibler als reife Stadien. Zwar verfügen sie nicht über einen empfindlichen Spindelapparat 
wie die mature Oozyte, doch beeinträchtigen subphysiologische Temperaturen Regulatorproteine 
der Meiose, Mikrotubulinorganisation, das Phasenverhalten von Zellmembranen, intrazelluläre 
Lipide und zytoplasmatische Organellen in größerem Ausmaß als bei maturen Stadien (ARAV et 
al. 1996, WU et al. 1999, HYTTEL et al. 2000, LIEBERMANN et al. 2002a). Die 
Membranpermeabilität für Wasser und CPAs immaturer Oozyten ist geringer als bei späteren 
Stadien, was eine größere osmotische Sensibilität bedingt. Ebenso ist die Empfindlichkeit 
gegenüber zytotoxischen Schäden durch CPAs höher (FUKU et al. 1994, AGCA et al. 1998, 2000). 
Der Versuchsaufbau selbst (Äquilibrierung, Dilution) im Rahmen dieser Arbeit schien daher 
immature Eizellen stärker zu beeinflussen als dies bei maturen Eizellen der Fall war, da diese mit 
verschiedenen Äquilibrierungsmethoden und Dilutionsmethoden vitrifiziert werden konnten und 
sich in vitro weiterentwickelten. Bei GV-Oozyten schienen jedoch die Schäden durch toxische 
und/oder osmotische Einwirkung der CPAs während der Äquilibrierung so gravierend, dass 
unabhängig von verwendetem Medium und Kühlrate bei allen Versuchen die Weiterentwicklung 
massiv eingeschränkt war.  
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5.6 Cumulus oophorus 
Die Anwesenheit eines vollständigen Cumulus über 12 Stunden während der Maturation ist eine 
wesentliche Vorraussetzung zur vollständigen zytoplasmatischen Reifung der Rindereizelle und 
damit auch ihrer späteren Entwicklungsfähigkeit (CHIAN u. NIWA 1994). Die Kumuluszellen 
beeinflussen einerseits durch ihr Volumen die Penetrationsfähigkeit der CPAs in den 
Vitrifikationsmedien, andererseits bedingt das Vorhandensein zumindest der Corona radiata beim 
Rind eine erfolgreiche Fertilisation und damit auch frühe embryonale Entwicklung (HASHIMOTO 
et al. 1998, MASSIP 2003). Für langsame Gefrierprotokolle von Rindereizellen konnte ein positiver 
Zusammenhang zwischen der Anwesenheit des Cumulus beim Gefrieren und ihrer 
Entwicklungskapazität festgestellt werden (IM et al. 1997). VINCENT et al. (1990a) führten dies 
auf das Vermeiden der frühzeitigen Freisetzung kortikaler Granula und damit einer vorzeitigen 
Zonareaktion durch die Kumuluszellen zurück. Nach Vitrifikation reifer Rindereizellen verbesserte 
die Anwesenheit der Kumuluszellen die Fähigkeit zur Fertilisation und die spätere Entwicklung 
nicht (FUKU et al. 1992, CHIAN et al. 2004). VAJTA et al. (1998a) beschrieben eine partielle 
Entfernung der Kumuluszellen schon nach sechsstündiger Maturation als förderlich und erhielten 
die höchsten Entwicklungsraten nach OPS-Vitrifikation dieser Eizellen. 
In der vorliegenden Untersuchung wurden die Rinderoozyten nach 22stündiger Maturation 
partiell denudiert oder mit dem vollständigen Cumulus vitrifiziert. Die Überlebensraten der KOKs 
im Vergleich zu partiell denudierten Eizellen waren signifikant geringer, es zeigten sich aber 
darüber hinaus auch signifikante Unterschiede in der Weiterentwicklung nach Vitrifikation. Ein 
signifikant höherer Prozentsatz an partiell denudierten Oozyten konnte sich zeitgerecht teilen, die 
erzielten Blastozystenraten unterschieden sich voneinander jedoch nicht statistisch signifikant. 
Damit konnte gezeigt werden, dass bei aseptischer Vitrifikation die Anwesenheit des vollständigen 
Cumulus nicht nur nicht förderlich, sondern der Entwicklung nach Vitrifikation abträglich ist. Dies 
könnte darauf zurückzuführen sein, dass die CPA-Penetration der Zellen durch den Cumulus 
negativ beeinflusst wird. Innerhalb der Zelle bilden sich Bereiche mit zu hoher CPA-Konzentration 
und solche, die nicht ausreichend geschützt sind. Die langsame Kühlung beim aseptischen 
Verfahren könnte diese Probleme noch weiter verstärken und für die geringere 
Entwicklungskompetenz der KOKs verantwortlich zeichnen. 
Die Behandlung der vitrifizierten KOKs stellte sich als schwieriger im Vergleich zu allen 
anderen Stadien heraus, da die bereits expandierten Kumuluszellen nach dem Auftauen eine 
klebrig-schleimige Konsistenz entwickelt hatten. Dies erschwerte das Freisetzen der Komplexe aus 
dem OPS, mehrmaliges Spülen der straws durch wiederholtes Pipettieren war nötig, um das 
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Anhaften der KOKs an der Innenseite des straws zu überwinden. Diese Beobachtung stimmt mit 
den Untersuchungen von CHIAN et al. (2004) überein, die die erschwerte Handhabung 
verantwortlich für die niedrigeren Wiederfindungs- und Überlebensraten nach Vitrifikation von 
KOKs in ihrer Untersuchung machten. 
5.7 Vitrifikationsmedium  
Für bovine Oozyten erwies sich der Einsatz von kryoprotektiven Lösungen, die Ethylenglykol oder 
Kombinationen aus DMSO und Ethylenglykol enthielten, vorteilhafter als Medien auf Basis von 
DMSO oder Glyzerin (HAMANO et al. 1992, MARTINO et al. 1996b, ARAV u. ZERON 1997, 
LE GAL u. MASSIP 1999, MEN et al. 2002, WANI et al. 2004). FUKU et al. (1995) beobachteten 
den Verlust der Zellstruktur, die Vakuolisierung des Ooplasmas und den Verlust der Mikrovili von 
immaturen Oozyten nach fünfminütigem Aussetzen in ein Medium auf DMSO-Basis, 90% der 
reifen Eizellen zeigten eine vorzeitige Exozytose der kortikalen Granula in den perivitellinen Spalt. 
HYTTEL et al. (2000) wiesen jedoch nach Äquilibrierung in Medium auf der Basis von 
DMSO+EG nur vereinzelt Exozytose des Granulainhaltes nach. Unter Verwendung eines Mediums 
auf der Basis von 40% EG konnten ABE et al. (2005) die bisher höchsten Entwicklungsraten von 
immaturen Oozyten erzielen, für mature Rindereizellen konnten keine Unterschiede zwischen 
Kombinationsmedium (D+E) oder EG gezeigt werden (DINNYES et al. 2000, PAPIS et al. 2000, 
MEN et al. 2002, CHIAN et al. 2004). Daher wurden diese beiden penetrierenden Kryoprotektoren 
zur Vitrifikation von unreifen und reifen Rindereizellen in der vorliegenden Arbeit eingesetzt.  
Bei der aseptischen Vitrifikation immaturer Oozyten in dieser Arbeit zeigte sich eine 
Kombination aus 20% DMSO+20% EG einer Gefrierlösung mit 40% EG als einzigem 
penetrierenden Kryoprotektivum unter Zusatz von Serum und 0,5 Mol/l Sucrose als ebenbürtig. Die 
Medien mit abweichenden CPA-Konzentrationen zeigten signifikant niedrigere Maturationsraten 
nach Hoechstfärbung. Am ungeeignetsten zur aseptischen Vitrifikation unreifer Eizellen wurde das 
Medium URF ermittelt. Als deutlichstes Zeichen der Schädigung wiesen hier die Kumuluszellen 
schlechte bis fehlende Expansion nach Maturation im Vergleich zu in-vitro Kontrollen auf. Der 
Anteil degenerierter Eizellen war bei diesem Medium am höchsten. Die Kombination aus der 
geringeren Konzentration an CPAs im Medium und niedriger Kühlrate könnte gemäß den 
Ergebnissen aus dieser Arbeit für die schlechte Vitrifikationsleistung des Mediums verantwortlich 
sein. HURTT et al. (2000) wiesen nach konventioneller OPS-Vitrifikation immaturer Oozyten in 
40%igem EG-Medium deutlich höhere Maturationsraten als in dieser Arbeit (60% vs. 33%) nach. 
Bei Verwendung des Mediums EG zur konventionellen OPS-Vitrifikation in dieser Arbeit konnten 
zwar signifikant höhere Teilungsraten erzielt werden als mit dem Medium D+E, aber eine 
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Weiterentwicklung zur Blastozyste wurde nicht beobachtet. Dies könnte darauf hinweisen, dass 
nicht das Medium selbst für die geringe Entwicklungskompetenz verantwortlich ist, sondern das 
Äquilibrierungsverfahren in Kombination mit der niedrigeren Kühlrate und daraus sich ergebende 
toxische, osmotische Schäden oder auch ein unzureichender Gefrierschutz. Eine visuell erkennbare 
Devitrifikation lag in dieser Arbeit aber nicht vor. ABE et al. (2005) setzten ein Kühlverfahren 
(Nylonnetz) mit ähnlich hohen Kühlraten und einem Medium auf der Basis von 40% EG ein, bei 
dem das Äquilibrierverfahren das Einsetzen der Eizellen über zehn Minuten in EG-Konzentrationen 
von 10% EG und 20% EG vorsah. Nach Vitrifikation wurden TR von 64% und BR von 8% 
festgestellt. 
Die erzielten Maturationsraten nach aseptischer Vitrifikation mit Medium D+E reifer Stadien 
war nicht signifikant unterschiedlich zu Kontrollen. Dieses Medium erwies sich sowohl für die 
aseptische Methode als auch zur OPS-Vitrifikation geeignet. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass ein aseptisches 
Verfahren auf der Basis der open pulled straw-Vitrifikation zur Kryokonservierung maturer 
Rindereizellen mit einem Kombinationsmedium (D+E) geeignet ist. Die Verwendung niedriger 
Kühlraten wirkte sich nicht schädlich auf die Entwicklungskompetenz nach Vitrifikation aus, wenn 
gleichzeitig hohe Erwärmungsraten verwendet wurden. Die Einführung eines 
Titrationsausverdünnungsverfahrens konnte in dieser Arbeit die erreichbaren Entwicklungsraten im 
Vergleich zu einem stufenweisen Verfahren steigern. Die Anwesenheit eines vollständigen 
Cumulus während der Vitrifikation wirkte sich deutlich negativ auf die Weiterentwicklung in vitro 
aus. Eine Anwendung der aseptischen Methode auf ein anderes Stadium (GV-Oozyte) derselben 
Spezies war nicht zufriedenstellend. Ebenfalls verbesserungswürdig erschien die Wahl des 
Gefriermediums für immature Eizellen und die Gestaltung eines besser auf Rindereizellen 
abgestimmten Äquilibrierungsvorganges. Unter dieser Prämisse erscheint das aseptische Verfahren 
für weitere Untersuchungen vielversprechend, um zukünftig eine kontaminationssichere und 
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In den letzten 10 Jahren hat sich die Vitrifikation als Gefriermethode für kryosensible 
Säugetieroozyten etabliert. Sie beruht auf dem physikalischen Prinzip der so genannten Glasbildung 
von wässrigen Lösungen. Der Übergang einer Lösung und darin suspendierter Zellen in den 
amorphen Zustand während des Abkühlens auf -196°C kann durch die Verwendung hoher Kühl- 
und Erwärmungsraten in Kombination mit hohen, intrazellulären CPA-Konzentrationen erreicht 
werden. Ultraschnelle Abkühlverfahren wurden entwickelt, indem die Probe ohne isolierende 
Kühlbehälter direkt dem Stickstoff ausgesetzt wurde. Die Übertragung von potentiell übertragbaren 
Erregern (BVD/MD,BHV1) via kontaminiertem N2 stellt in diesem Zusammenhang eine mögliche 
Gefahr dar.  
Ziel dieser Arbeit war es, eine kontaminationssichere Methode zur Anwendung bei 
Rinderoozyten zu entwickeln. Als Grundlage der aseptischen Methode diente das bereits etablierte 
Open pulled straw-Verfahren. Der OPS mit dem Probenmaterial wurde zusätzlich in einen 0,5 ml 
Plastikstraw verpackt, an beiden Seiten hermetisch verschlossen und im N2 versenkt. Diese relativ 
geringe Kühlrate von ~200°C/Min verlangt gemäß dem Prinzip der Vitrifikation nach einer höheren 
intrazellulären CPA-Konzentration. Das bedeutet ein erhöhtes Potential an Schädigung durch 
toxische und osmotische Vorgänge während Äquilibrierung und Dilution der Kryoprotektoren.  
In dieser Arbeit wurde für das aseptische Verfahren eine dreistufige Äquilibrierungsmethode 
zur Steuerung der intrazellulären CPA-Konzentration verwendet, zudem wurde die OPS-
Vitrifikation mit Kühlraten von 20 000°C/Min mit drei- und einstufiger Äquilibrierung im 
Vergleich durchgeführt. Die Dilution der CPAs erfolgte in stufenweiser Form oder mit einem in 
dieser Arbeit entwickelten titrationsähnlichen Verfahren. Für GV-Oozyten wurden vier 
Vitrifikationsmedien verwendet, die Kryokonservierung maturer Eizellen erfolgte in Medium D+E 
einerseits unter Einschluss des gesamten Kumuluszellverbandes, andererseits partiell denudiert. 
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Wertend für den Erfolg der angewandten Methode waren Überlebensrate und 
Entwicklungkompetenz der Oozyten nach Vitrifikation und anschließender DNA-Färbung mit 
Hoechstfarbstoff, in vitro Fertilisierung bzw. induzierter parthenogenetischer Aktivierung. Dazu 
wurden die Maturationsraten, Teilungs- und Blastozystenraten der vitrifizierten reifen und unreifen 
Eizellen und unbehandelter Kontrolloozyten festgehalten und verglichen. Insgesamt wurden 1300 
GV-Oozyten in 24 Durchgängen bearbeitet, weitere Versuche dieser Arbeit umfassten über 1550 
mature Oozyten in 31 Versuchsläufen und ebenso viele Kontrolleizellen. 
Es konnte gezeigt werden, dass sich das aseptische Vitrifikationsverfahren zur 
Kryokonservierung aller verwendeten Stadien eignet. Die Entwicklungskompetenz der vitrifzierten 
Oozyten erwies sich jedoch für beide Verfahren im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle als 
eingeschränkt. Für partiell denudierte MII-Oozyten konnten höhere Entwicklungsraten nach 
aseptischer Vitrifikation dargestellt werden, als bei Verwendung der OPS-Methode mit dreistufiger 
Äquilibrierung. GV-Oozyten zeigten zwar Teilungen nach Vitrifikation mit beiden Verfahren, aber 
eine Entwicklung zur Blastozyste konnte nicht belegt werden. Die Anwesenheit des vollständigen 
Kumulus bei aseptischer Vitrifikation war der folgenden Entwicklung in vitro abträglich. Die 
dreistufige Äquilibrierungmethode stellte sich im Vergleich zur einstufigen Äquilibrierung als 
suboptimal dar. In den Versuchen unter Anwendung der OPS-Vitrifikation konnte gezeigt werden, 
dass sich aus dieser Form der Äquilibrierung eine unzureichende Schutzwirkung bzw. toxische 
und/oder osmotische Schäden der Eizellen selbst ergeben, die die weitere Entwicklung nach IVF 
oder Aktivierung einschränken. Die Medien D+E und EG waren gleich gut zur Vitrifikation 
geeignet, am schlechtesten erwies sich das Medium URF mit der niedrigsten CPA-Konzentration. 
Die Titrationsmethode erschien im Vergleich zu stufenweiser Ausverdünnung besser. 
Das aseptische Verfahren bietet sich zukünftig für eine sichere Kryokonservierung von 
Rindereizellen an, besondere Aufmerksamkeit sollten weitere Untersuchungen jedoch auf die 
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Vitrification as a method for cryopreservation of cooling-sensitive mammalian oocytes has been 
established within the last ten years. It is based on the physical principle of aequous solutions and 
suspended cells showing the feature to transform into a glass-like solid status during cooling to -
196°C. This can be achieved by the use of very high cooling and warming rates in combination with 
a high intracellular CPA concentration. The development of ultrarapid freezing procedures was due 
to the application of new carrier systems, which allowed for direct contact of liquid nitrogen and 
specimens. In this context the likelihood of disease transmission (BVD/MD, BHV1) via 
contaminated sources of liquid nitrogen has proven to be a potential risk in using these very 
effective vitrification techniques. Therefore the key aim of this investigation was to find a method 
of cryopreserving bovine oocytes with a vitrification technique while simultaneously protecting the 
cells from direct contact with LN. The well established open pulled straw vitrification method 
constituted the base for this so-called aseptic vitrification method. The OPS with oocytes was 
additionally placed inside a sterile 0,5 ml plastic straw, both sides closed hermetically and plunged 
into liquid nitrogen. According to the principles of vitrification the relatively moderate cooling rate 
achieved (~200°C/min) demands for higher intracellular CPA content to provide sufficient 
protection throughout the cooling process. This means a higher risk of osmotically and toxically 
induced cell damage during equilibration and dilution of CPAs. 
To control the concentration of intracellular CPAs during aseptic vitrification, an equilibration 
method consisting of 3 steps was performed in this experiment. In addition an equilibration method 
with only 1 step was comparatively used, when only OPS-vitrification of oocytes with high cooling 
speed (20 000°C/min) was made. Dilution of cryoprotective agents was achieved either in a 
stepwise manner or with a newly developed titration-like method. GV-Oocytes were frozen in four 
different media, the cryopreservation of matured oocytes took place in vitrification medium D+E, 
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either with cumulus cells or partially denuded. The success of vitrification methods was assessed by 
survival rate and developmental competence of vitrified-warmed oocytes after DNA-staining with 
Hoechst dye, IVF or induced parthenogenetic activation. Maturation rates, cleavage- and blastocyst 
rates of vitrified and unvitrified control oocytes were recorded and compared. A total amount of 
1300 GV-oocytes were used in 24 trials, additionally processed were more than 1550 matured 
oocytes in 31 trials and the same amount of oocytes for controls. 
The aseptic vitrification method was suitable for cryopreservation of immature and matured 
bovine oocytes. In comparison to controls developmental competence of treated oocytes was 
significantly reduced regardless of the vitrification method used. Aseptic vitrification proved to 
preserve developmental competence of partially denuded oocytes better than OPS-vitrification 
when 3-steps equilibration method was performed. GV-oocytes cleaved but none reached the 
blastocyst stage no matter which vitrification method was used. The presence of cumulus cells 
during cryopreservation of MII-oocytes negatively affected further ability to develop in vitro. When 
3-steps and 1-step equilibration procedures were compared, the latter proved to be superior. Results 
of OPS-vitrification experiments showed evidence that the use of the 3-steps equilibration method 
lead to inefficient cryoprotection of cells, toxic or osmotic damage or a combination of all these 
events compromising developmental competence in vitro. Dilution of CPAs with the titration-like 
method supported further cleavage and embryonic development better than the stepwise procedure. 
No difference in cryoprotective efficiency could be observed between media D+E and EG, medium 
URF, which held the lowest concentration of CPAs, was not suitable for aseptic vitrification 
method. 
Results of these investigations state, that the aseptic method can provide the tool for a safe 
and suitable future cryopreservation method for bovine oocytes. However, further investigations 
need to focus on the problems associated with equilibration procedures and high intracellular CPA 
concentration. 
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Anhang  
I Reagenzien, Stocklösungen und Medien 
A) Reagenzien 
• Reagenzien für die IVF-IVP 
Reagenz Firma Menge 
Basalmedium Eagle ( BME ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Bovines Serum Albumin ( BSA ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 50 g 
Kalziumchlorid (CaCl2 ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 g 
Dulbecco´s Phophate buffered Saline Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Epinephrin Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 5 g 
Ethanol 99% Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 1000 ml 
Folltropin ( FSH ) Fa. Vetrepharm 400 mg 
Gentamycin Fa. Gibco 10 ml 
Hemicalciumlactat Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 50 g 
Heparin Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 50 000 I.U. 
Hepes Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 25 g 
Hypotaurin Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 mg 
Kaliumchlorid ( KCl ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 250g 
L- Glutamin Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 25 g 
Medium 199 Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Mineralöl Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Minimum Essential Medium ( MEM )  Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Magnesiumchlorid 6H2O( MgClx6 H2O  ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 g 
Natriumchlorid ( NaCl ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 500 g 
Natriumhydrogencarbonat ( NaHCO3 ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 500 g 
Natriumdihydrogenphosphat ( NaH2CO3) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 g 
Natriumlactat ( Na-Lactat ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Natriumpyruvat ( Na-Pyruvat ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 25 g 
Penicillin G Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 1000 000 I.U.
Phenolrot Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Streptomycinsulfat Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 5 g 
• Reagenzien für Vitrifikation, Ausverdünnung, Färbung und Aktivierung 
Reagenz Firma Menge 
BisBenzimide H 33342 ( Hoechstfarbstoff 33342 ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 mg 
6-Dimethylaminopurin ( DMAP ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 mg 
Dimethylsulfoxid 99,9 % ( DMSO ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Dulbecco´s Phosphate buffered Saline Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 100 ml 
Ethylenglykol ( EG ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 1000 ml 
Fetal Calf Serum ( FKS ) Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 500 ml 
Ionomycin Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 1 mg 
Hyaluronidase von bovinen Testes Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 608 I.U. 
Sukrose Fa. Sigma ( Deisenhofen ) 1000 mg 
   
B) Stocklösungen 
• Maturations-Stocklösung [Modified Parker Medium (MPM)] 110 ml 
Lösung 1: Natriumhydrogencarbonat  0,080 g 
   Hepes     0,140 g 
   Natriumpyruvat   0,025 g 
   L-Glutamin    0,010 g 
  Gentamycin    500 µl 
   Medium 199 aufgefüllt  bis 100 ml 
Lösung 2: Hemicalciumlactat   0,060 g 
   ddH2O hinzugefügt   10 ml 
100 ml Lösung 1 und 10 ml Lösung 2 gut mischen und steril filtrieren 
• Kapazitations-Stocklösung 50 ml 
   Natriumchlorid   0,2900 g 
   Kaliumchlorid   0,0115 g 
   Natriumhydrogencarbonat  0,1050 g 
   Natriumdihydrogenphosphat  0,0017 g 
   Hepes     0,1190 g 
   Magnesiumchlorid 6H2O  0,0155 g 
   Calciumchlorid   0,0145 g 
   Natriumlactat (60%)   184 µl 
   Phenolrot (0,5% in D-PBS)  100 µl 
   ddH2O hinzugefügt   bis 50 ml 
• Fertilisations-Stocklösung 50 ml 
   Natriumchlorid    0,3300 g 
   Kaliumchlorid    0,0117 g 
   Natriumhydrogencarbonat   0,1050 g 
   Natriumdihydrogenphosphat   0,0021 g 
   Penicillin G     0,0032 g 
   Magnesiumchlorid 6H2O   0,0050 g 
   Calciumchlorid    0,0150 g 
   Natriumlactat (60%)    93 µl 
   Phenolrot (0,5% in D-PBS)   100 µl 
   ddH2O hinzugefügt    bis 50 ml 
• Kultur-Stocklösung (CR1aa) 50 ml 
   Hemicalciumlactat    0,0273 g 
   Streptomycinsulfat    0,0039 g 
   Penicillin G     0,0019 g 
   Natriumchlorid    0,3156 g 
   Kaliumchlorid    0,0112 g  
   Natriumhydrogencarbonat   0,1050 g 
   Natriumpyruvat    0,0022 g 
   L-Glutamin     0,0073 g 
   Phenolrot (0,5% in D-PBS)   100 µl 
   ddH2O hinzugefügt    bis 50 ml 
C) Arbeitsmedien  
• Maturationsmedium 
Modifiziertes Parker Medium  8,8 ml 
Hitzeinaktives, östrisches Kuhserum  1,2 ml 
400µl von diesem Medium sowie 4,5 µl FSH pro Well einer 4-Well-Schale pipettieren 
• Kapazitationsmedium (KM) 
Bovines Serumalbumin   0,048 g 
Kapazitations-Stocklösung   8,0 ml 
Natriumpyruvat-Lösung    400,0 µl 
(2,2 mg/ml D-PBS) 
2 ml von diesem Medium pro Steril-Röhrchen geben 
• Fertilisationsmedium (FM) 
Bovines Serumalbumin   0,030 g 
Fertilisations-Stocklösung   5,0 ml 
Natriumpyruvat-Lösung    50,0 µl 
(2,2 mg/ml D-PBS)  
Heparin-Lösung    10,0 µl 
(1,0 mg/ml D-PBS) 
400 µl von diesem Medium sowie 10 µl PHE (Penicillin Hypotaurin Epinephrin) 
Stocklösung pro Well einer 4-Well-Schale pipettieren 
• Kulturmedium (KM) 
CR1aa      9,0 ml 
Östrisches Kuhserum    1,0 ml 
Basal Medium Eagle ( 50x )   200,0 µl 
Minimum Essential Medium ( 100x ) 100,0 µl 
400 µl von diesem Medium pro Well einer 4-Well-Schale pipettieren 
• Vitrifikationsmedium D+E ( 10 ml ) 
D-PBS      4,0 ml 
Fetal Calf Serum    2,0 ml 
Dimethylsulfoxid    2,0 ml 
Ethylenglykol     2,0 ml 
Sukrose     1,71 g 
• Vitrifikationsmedium EG ( 10 ml ) 
D-PBS      4,0 ml 
Fetal Calf Serum     2,0 ml 
Ethylenglykol     4,0 ml 
Sukrose     1,71 g 
• Vitrifikationsmedium VRIND ( 10 ml ) 
D-PBS     4,0 ml 
Fetal Calf Serum    2,0 ml 
Ethylengylkol     4,0 ml 
Sukrose     1,0 g 
• Vitrifikationsmedium URF ( 10 ml ) 
D-PBS     5,5 ml 
Fetal Calf Serum    2,0 ml 
Ethylenglykol     1,25 ml 
DMSO     1,25 ml 
Sukrose     1,0 g 
• Ausverdünnungsmedium ( 10 ml ) 
D-PBS      7,0 ml 
FCS      2,0 ml 
Sukrose     1,71 g 
• Holdingmedium ( 15 ml ) 
D-PBS      12,0 ml 
FCS      3,0 ml 
• Ionomycin-Aktivierungsmedium ( 1 ml ) 
MPM      996,3µl 
Ionomycin-Stocklösung   3,7355 µl 
• 6-Dimethylaminopurin-Aktivierungsmedium ( 2 ml ) 
CR1aa      1960,0 µl 
DMAP-Stocklösung    40,0 µl 
II Geräte und Verbrauchsmaterial 
II.a. Geräte  
Schüttler: Vortex-Genie 2 TM (Fa. Scientific Industries, USA); MS1 Minishaker (Fa. Ika, 
Deutschland) 
Mikropipettierhelfer klassik (Fa. Minitüb, Deutschland) 
Wärmeplatte HT 50 (Fa. Minitüb, Deutschland); Wärmeblock Dri-Block (Fa. Techne, USA) 
Zentrifuge ZK 364 (Fa. Hermle, Deutschland) 
Wärmeschrank Salvis (Fa. I.M.P., Vienna, Österreich) 
Inkubatoren: Heracell 150, Function line (Fa. Heraeus instruments GmbH, Deutschland) 
Mikroskope: SMZ-2B (Fa. Nikon, Japan), Wilovert (Fa. Will, Wetzlar, Deutschland), 
Fluoreszenzmikroskop Leitz DM IRB (Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland) 
Analysenwaage 2007 MP (Fa. Sartorius, Deutschland) 
Stickstoffcontainer (Fa. Air liquide, Frankreich) 
Zählkammer Neubauer improved (Fa. Assistent, Deutschland) 
IIb. Verbrauchsmaterial 
Open pulled straw (OPS) (Fa. Minitüb, Tiefenbach, Deutschland) 
Kunststoffstraw 0,5 ml (Fa. MTG, Altdorf, Deutschland) 
Handschweißgerät 
Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml (Fa. Greiner, Österreich) 
PS- Röhrchen 4,5 ml, 10 ml (Fa. Greiner, Österreich) 
Multidish-Schalen : 4-well Schalen, 5-well Schalen (Fa. Nunc, Dänemark) 
Petrischalen: 35 mm, 90 mm Durchmesser (Fa. Greiner, Österreich) 
Selbst ausgezogene Pasteurpipetten aus Glas (Fa. Brand, Deutschland) 
Pipetten: pipetman (Fa. Gilson, Frankreich); Pipettenspitzen (Fa. Greiner, Österreich) 
Sterilfilter Porengröße 0,22 µm (Fa. Millipore, Frankreich) 
Einmalkanülen 18G (Fa. Braun, Deutschland) 
Einmalspritzen 5 ml, 10 ml, 20 ml (Fa. Braun, Deutschland) 
Pasteurpipetten 4 ml (Fa. Copan) 
Reaktionsgefäße 1,5 ml schwarz (Fa. Roth, Karlsruhe); 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg) 
Objektträger, Deckgläschen (Fa. Roth, Karlsruhe) 
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